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Xiloglucanas de reserva foram obtidas de cotilédones moídos e deslipidificados de 
Copaifera langsdorffii (copaíba) (XGC), Hymeneae courbaril (jatobá) (XGJ) e 
Tamarindus indica (tamarindo) (XGT) através de extração aquosa a 25 °C. As 
proporções molares de Glc: Xyl: Gal foram de 2,4: 1,5: 1,0, para XGC, 3,8: 2,6: 1,0 para 
XGJ e 3,6: 2,4: 1,0 para XGT. Análises por HPSEC-MALLS/RI indicaram que todas as 
frações apresentaram-se homogêneas com valores de Mw para XGC, XGJ e XGT de 
9,6 x 105, 9,1 x 105 e 9,1 x 105 g/mol, respectivamente. Parte das xiloglucanas de 
reserva obtidas foram tratadas com a enzima -galactosidase para obtenção das 
frações desgalactosiladas, denominadas XGCd, XGJd, XGTd, as quais apresentaram 
redução na quantidade de unidades de galactose, de aproximadamente 70%, 76% e 
60%, respectivamente. Para obtenção de xiloglucana fucosilada, folhas de C. 
langsdorffii, após a remoção de pigmentos, lipídeos e lignina, foram submetidas às 
extrações sequenciais, aquosa e alcalinas. A fração obtida da primeira extração alcalina 
com KOH 4M (FCHB4) foi a que apresentou maior proporção de Glc, Xyl, Gal e Fuc, 
entretanto, também foi observada a presença de unidades de manose, arabinose e 
ácido urônico. O perfil de eluição obtido por HPSEC-MALLS/RI indicou uma fração 
heterogênea. FCHB4 foi submetida à purificação por cromatografia de troca iônica 
(FCHB4DS) e precipitação com reativo de Fehling (PFHB4), obtendo uma fração com 
composição monossacarídica e espectro de 13C característico de xiloglucanas 
fucosiladas. Os efeitos das xiloglucanas nativas e modificadas foram avaliados em 
macrófagos peritoneais de camundongos, após a determinação da viabilidade celular, 
em diferentes concentrações, nos tempos de incubação de 2 e 48h. A produção de O2
- 
por macrófagos tratados com XGT, XGCd, XGJd e XGTd não foi estatisticamente 
significativa, entretanto, quando as células foram incubadas com os polissacarídeos na 
presença de PMA, reduziram significativamente a produção de O2
-. O aumento da 
capacidade fagocítica somente foi observado no tratamento com XGT. Porém, a 
produção de NO foi estimulada em diferentes intensidades, por todos os 
polissacarídeos de reserva testados. Diferentes repostas quanto à produção de 
citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α foram observadas para as xiloglucanas nativas e 
modificadas. Na máxima concentração, XGC aumentou IL-1β e TNF-α em 1740 e 220% 
respectivamente, enquanto que XGCd não mostrou tal estímulo. XGJ estimulou a 
produção de todas as citocinas. Com menor intensidade, XGJd estimulou IL-1β e IL-6 
em 104 e 40% a 50 μg/mL. XGTd foi a única fração que ativou intensamente a 
produção das três citocinas atingindo 1160, 76 e 203% para a produção de IL-1β, IL-6 e 
TNF-α, respectivamente. A fração nativa estimulou significantemente a produção de IL-
6 e mostrou leve estímulo para produção de IL-1β na máxima concentração testada.  A 
partir dos resultados obtidos, pode-se observar que cada polissacarídeo testado 
apresentou características singulares na ativação de macrófagos, com intesidades e 
respostas distintas.  Portanto, as xiloglucanas de reserva, nativas e modificadas podem 
ser classificadas como modificadoras da resposta biológica. 
 





Storage xyloglucans were obtained from milled and defatted cotyledons from Copaifera 
langsdorffii (copaíba) (XGC), Hymeneae courbaril (jatobá) (XGJ) and Tamarindus indica 
(tamarindo) (XGT) by aqueous extraction at 25ºC. The fractions contained Glc:Xyl:Gal in 
molar ratio of 2,4: 1,5: 1,0, for XGC,  3,8: 2,6: 1,0 for XGJ and 3,6: 2,4: 1,0 for XGT. 
HPSEC-MALLS/RI analyses showed that all the fractions were homogeneous and that 
their Mw values were 9,6 x 10
5, 9,1 x 105 e 9,1 x 105 g/mol, respectively. Storage 
xyloglucans fractions were treated with -galactosidase enzyme to obtain 
desgalactosilated fraction named XGCd, XGJd  XGTd, which showed a reduction of 
galactoses units reaching 70%, 76% e 60%, respectively. To obtain fucosilated 
xyloglucans, C. langsdorffii leaves, after pigment, fat and lignin remotion, were submitted 
to several aqueous and alkaline extractions. The fraction obtained from first extraction 
with 4M KOH (FCHB4), showed the highest ratio of Glc, Xyl, Gal and Fuc, however, it 
was also observed the presence of mannose, arabinose and uronic acid. HPSEC-
MALLS/RI analysis revealed that this fraction was heterogeneous. FCHB4 was 
submitted to purification procedures using ion-exchange chromatography (FCHB4DS) 
and precipitation by Fehling solution (PFHB4), leading to a fraction containing a 
characteristic monosaccharide composition and presenting a 13C spectrum characteristic 
of fucosilated xyloglucan. The effects of native and modified xyloglucans on functional 
properties of peritoneal cavity macrophages were evaluated after celular viability 
determination, in different concentration, at 2 and 48h of incubation. The effects of XGT, 
XGCd, XGJd and XGTd on O2
- production in absence of PMA were not statistically 
significant, however, showed significant reduction of O2
- production in the PMA 
presence. The enhancement of phagocytic activity was only observed by XGT. The NO 
production was stimulated in different intensities for all tested storage polysaccharides. 
Different responses in IL-1β, IL-6 and TNF-α cytokines production were observed for 
native and modified xyloglucans. The maximum concentration of XGC increased IL-1β 
and TNF-α in 1740 and 220%, respectively, while XGCd did not show this effect. XGJ 
promote the production of all cytokines. With less intensity, XGJd stimulated IL-1β and 
IL-6 reaching 104 and 40% at 50 μg/mL. XGTd had been the only fraction that intensely 
activated the three cytokines production, leading to 1160, 76 and 203% of increasing for 
the production of IL-1β, IL-6 and TNF- α, respectively. The native fraction significantly 
stimulated the production of IL-6 and showed a slight stimulus for the production of IL-1β 
in maximum concentration. From the obtained results, it was observed that each 
polysaccharide presents unique characteristics in the macrophages activation, with 
differents intesidades and response. Therefore storage xyloglucan, native and modified 
may be classified as biological response modifiers. 
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Fração obtida pela eluição da fração FCHB4(extraída das folhas de 
C. langsdorffii) com NaCl 4M em gel DEAE Sephacel. 
GLC - Cromatografia líquido-gasosa 
GLC-MS - Cromatografia líquido-gasosa acoplada à espectrometria de massa 
H2O2 - Peróxido de hidrogênio 
HA - Hemicelulose A 
HB - Hemicelulose B 
HBSS - Solução salina tamponada de Hank 
HEPES - N-(2-hidroxietil) piperazina N’(ácido 2-etano sulfônico) 
HG - Homogalacturonanas  
HO• - Radical hidroxil 
HPSEC - Cromatografia de exclusão estérica de alta pressão 
i.p. - Intraperitoneal 
IFN- - Interferon-gama 
IL - Interleucina 
iNOS - Óxido nítrico sintase induzível 
  
JAK - Janus activation kinases 
LPS - Lipopolissacarídeo 
MALLS - Espalhamento de luz laser em multiângulos 
MEM - Meio essencial mínimo de Eagle 
MTT - 
(3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide); azul de 
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Mw - Massa molar ponderal média 
NADH - Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida 
Nd - Não determinado 
NF-κB - Fator nuclear kappa B 
nNOS - Óxido nítrico sintase neuronal 
NO - Óxido nítrico 
NOS - Óxido nítrico sintase 
NOX - NADPH oxidase 
O2
- - Ânion superóxido 
PBS - Solução salina tamponada 
PFHB4 - 
Fração obtida do precipitado da amostra FCHB4DS, oriunda das 
folhas de C. langsdorffii, tratada com reativo Felhing. 
PMA - Forbol 12-miristato, 13-acetato 
ppm - Partes por milhão 
RG-I - Ramnogalacturonanas-I 
RG-II - Ramnogalacturonanas-II 
RI - Índice de refração 
RMN-13C - Ressonância magnética nuclear de carbono treze 
ROS - Espécies reativas de oxigênio 
SFHB4 - 
Fração obtida do sobrenadante da amostra FCHB4DS, oriunda das 
folhas de C. langsdorffii, tratada com reativo Felhing. 
SOD - Superóxido dismutase 
STAT (1 e 3) - Signal transducers and activators of transcription 
TLR - Receptores Toll-like 
TNF (α) - Fator de necrose tumoral (alfa) 
TNFR - Receptor para TNF 
TR - Traços  
  
UV - Ultravioleta 
XGA - Xilogalacturonanas 
XGC - Xiloglucana da semente de C. langsdorffii 
XGCd - Xiloglucana desgalactosilada da semente de C. langsdorffii  
XGJ - Xiloglucana da semente de H. courbaril 
XGJd - Xiloglucana desgalactosilada da semente de H. courbaril 
XGT - Xiloglucana da semente de T. indica 
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Nas últimas décadas, estudos com polissacarídeos de diferentes origens 
vegetais vêm atraindo a atenção de pesquisadores, devido à capacidade destas 
moléculas modificarem a resposta biológica (TZIANABOS, 2000; TAKADA et al., 2003; 
KARDOSOVÁ; MACHOVÁ, 2006; BYEON et al.,2009).  Os efeitos destes compostos 
ocorrem em diferentes alvos celulares, em especial através da ativação de células do 
sistema imune, principalmente na modificação de funções de macrófagos, células que 
estão envolvidas nas respostas antitumoral, antiviral e antibacteriana (SCHEPETKINS; 
QUINN, 2006). As atividades biológicas dos polissacarídeos parecem relacionar-se com 
as características estruturais e físico-químicas destas moléculas, dentre estas, a 
composição monossacarídica, o grau de ramificação, os tipos de ligações e a 
solubilidade (BOHN; BeMILLER, 1995; TZIANABOS, 2000).  
Polissacarídeos isolados de diferentes espécies de líquens, algas, folhas e 
sementes, nativos e/ou modificados quimicamente, tem sido objeto de estudo no 
Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR. Nos trabalhos 
desenvolvidos neste departamento, foram relatadas diferentes respostas de 
macrófagos e células tumorais tratadas com polissacarídeos previamente 
caracterizados estruturalmente. Como exemplo, foi estudada a atividade biológica de 
galactomanana e -glucana isoladas do líquen Ramalina celastri, e dentre os efeitos 
observados, a ativação de macrófagos peritoneais de camundongos foi relatada para 
ambos os polissacarídeos (STUELP-CAMPELO et al., 2002; NOLETO et al., 2002). 
Arabinogalactanas extraídas de fontes vegetais exibiram propriedades 
imunomoduladoras promovendo a ativação de macrófagos além de atividade 
antitumoral contra células do Sarcoma 180 (CARNEIRO-LEÃO, 1997; MORETÃO; 
2003; 2004; MELLINGER et al., 2005; 2008). Rosário et al. (2008) verificaram o 
comportamento imunomodulador de xiloglucanas isoladas dos cotilédones de Copaifera 
langsdorffii, Hymenaea courbaril e Mucuna sloanei em macrófagos obtidos da cavidade 
peritoneal. Neste estudo, as xiloglucanas promoveram aumento in vitro na produção de 




para a cavidade peritoneal de camundongos após 24h de tratamento. Entretanto, foram 
observados diferenças de intensidade de resposta biológica para cada espécie 
estudada, as quais foram atribuídas às diferenças da estrutura fina dos polímeros. 
Considerando os estudos prévios, os quais mostraram: os efeitos de diferentes 
polissacarídeos sobre diferentes vias de resposta imunomoduladoras de macrófagos; 
indícios de que a variação estrutural é fundamental para atividade biológica e; a 
expressiva ação de xiloglucanas como prováveis ativadoras das funções de 
macrófagos, o presente trabalho visa investigar se modificações estruturais de 
xiloglucanas de reserva provenientes dos cotilédones de H. courbaril, C. langsdorffii e T. 
indica interferem nas respostas biológicas anteriormente observadas para estes 
polímeros, bem como avaliar os efeitos de uma xiloglucana estrutural obtida das folhas 
de C. langsdorffii sobre macrófagos peritoniais. 
 
 
1.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Avaliar a atividade de xiloglucanas nativas e modificadas por desgalactosilação 
sobre diferentes vias de ativação de macrófagos peritoniais de camundongos, 
verificando suas atuações como possíveis modificadores da resposta biológica. 
 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Isolar e caracterizar xiloglucanas de reserva das sementes de Copaifera langsdorffii 
(copaíba), Hymenaea courbaril (jatobá), Tamarindus indica (tamarindo); 
 Modificar as xiloglucanas de reserva através de tratamento enzimático com -
galactosidase; 




 Avaliar os efeitos in vitro das xiloglucanas nativas e modificadas sobre macrófagos 
peritoniais quanto à capacidade fagocítica, produção de O2
-, NO, interleucina-1, 
interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-); 
 Verificar os efeitos in vitro da xiloglucana estrutural proveniente das folhas C. 






























2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 PAREDE CELULAR 
 
 
A parede celular vegetal é uma estrutura complexa formada por polissacarídeos 
de alta massa molar, proteínas e compostos fenólicos (SOMERVILLE et al., 2004). Esta 
estrutura está presente em todos os estágios de desenvolvimento da célula vegetal, 
desempenhando um papel fundamental regulando a velocidade e a direção do 
crescimento da célula (CARPITA; Mc CANN, 2000; O’NEILL; YORK, 2003). Várias 
funções da parede celular foram caracterizadas na célula vegetal, tais como: estrutural, 
influência na morfologia da planta, regulação da pressão osmótica celular, barreira 
contra patógenos, além de possuir moléculas sinalizadoras que participam da 
comunicação célula-célula e parede-núcleo (CARPITA; Mc CANN, 2000, SOMERVILLE 
et al., 2004; SCHELLER; ULVSKOV, 2010). 
A parede celular é uma estrutura dinâmica capaz de controlar modificações 
estruturais, com duas características contraditórias e aparentemente simultâneas. 
Primeiro, a parede deve expandir para acomodar o crescimento celular, segundo, deve 
manter a integridade estrutural, tanto para equilibrar a turgidez quanto para promover a 
rigidez da planta (SZYMANSKI; COSGROVE, 2009; ANDERSON et al., 2010). A 
parede celular primária é uma matriz flexível que se deposita durante a divisão celular e 
aumenta sua área de superfície durante a expansão da célula. Após ter cessado o 
crescimento da célula, internamente à parede primária pode se formar a parede 
secundária. Frequentemente, esta estrutura é composta de camadas designadas como, 
S1, S2 e S3, e a diferença entre elas deve-se à distribuição dos polissacarídeos que as 
constituem. Entre as paredes primárias de células vizinhas encontra-se uma estrutura 
denominada lamela média (Figura 1) (CARPITA; Mc CANN, 2000; COSGROVE; 2005; 






FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE CÉLULAS VEGETAIS ILUSTRANDO A 
DISPOSIÇÃO DA PAREDE CELULAR  
FONTE: CARPITA; Mc CANN, 2000. 
NOTA: Célula vegetal mostrando as diferentes camadas da parede celular secundária (S1, S2 e S3), a 
parede celular primária e a lamela média entre as paredes primária de células adjacentes. 
 
Os principais componentes da parede celular vegetal primária são carboidratos, 
tais como a celulose, hemiceluloses e as pectinas. A celulose é um polímero formado 
por uma cadeia linear constituído por unidades de glucose ligadas β-(1→4), 
compreendendo de 15 a 30% da parede celular primária. As hemiceluloses tais como: 
xiloglucanas, glucuronoarabinoxilanas e xilanas são heteropolissacarídeos que se 
encontram associados às microfibrilas de celuloses (CARPITA; McCANN, 2000). As 
pectinas são polissacarídeos ricos em ácido galacturônico, que incluem as 
homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas-I (RG-I), ramnogalacturonanas-II 
(RG-II), xilogalacturonanas (XGA) e apiogalacturonanas (MOHNEN, 2008).  
O primeiro modelo de parede celular primária foi proposto por Albersheim e sua 
equipe (ALBERSHEIM, 1975). Neste estudo foi demonstrada, de forma conjunta, a 
interação dos diferentes componentes conhecidos, como, celulose, hemiceluloses, 
pectinas e proteínas, estabelecendo assim um modelo básico de parede celular. Nesse 




de hidrogênio, enquanto que ligações covalentes conectariam outros polissacarídeos 
como ramnogalacturonanas, arabinogalactanas e xiloglucanas, bem como, 
glicoproteínas (KEEGSTRA et al., 1973; ALBERSHEIM, 1975). Posteriormente, Hayashi 
(1989) e Fry (1989) propuseram que as microfibrilas de celulose seriam interconectadas 
por ligações de hidrogênio ao longo das cadeias de xiloglucana. Polissacarídeos 
pécticos e proteínas participariam independentemente, envolvendo o complexo 
celulose-xiloglucana de maneira não-covalente. 
Atualmente, um dos modelos mais aceito de parede celular primária foi 
elaborado por Carpita e Gibeaut (1993) que propuseram dois tipos de estrutura para as 
angiospermas, baseado nas diferenças na quantidade de polissacarídeos pécticos e 
hemicelulose principal. O primeiro modelo, chamado de parede do tipo I, inclui a parede 
das espécies de dicotiledôneas e algumas monocotiledôneas (não comelinóides). A 
parede do tipo II corresponde à parede das Poaceaes e engloba a maior parte das 
monocotiledôneas (comelinóides). 
A parede primária do tipo I é composta por uma rede de fibras de celulose 
entrelaçadas com xiloglucanas, formando uma rede celulose-xiloglucana, a qual 
compreende 50% da parede celular. As xiloglucanas ligam-se firmemente as 
microfibrilas de celulose e são longas o suficiente para estender-se e ligar duas 
microfibrilas. Esta rede de celulose-xiloglucana está embebida por uma matriz de 
pectina (20-35%), a qual controla entre outras propriedades fisiológicas, a porosidade. 
Além disso, a parede primária do tipo I contém outros polissacarídeos hemicelulósicos 
em menor proporção e grande quantidade de proteínas estruturais, sendo a principal a 
extensina, a qual pode interagir com os polissacarídeos (CARPITA; McCANN, 2000; 
COSGROVE, 2005; LEROUXEL et al., 2006; SANDHU; RANDHAWA; DHUGGA, 2009).  
Na parede primária celular do tipo II as microfibrilas de celulose estão 
interligadas as glucuronoarabinoxilanas, as quais constituem a hemicelulose principal. 
Em geral, a parede primária do tipo II possui menor proporção de pectina (10%), porém 
o aumento da densidade de carga é proveniente das unidades de ácido glucurônico da 
hemicelulose. A quantidade de proteínas estruturais é menor na parede tipo II, 




ligações cruzadas entre os polissacarídeos (CARPITA; McCANN, 2000). Na Figura 2 
esquematicamente tem-se os dois tipos de parede celular primária. 
 
 
FIGURA 2 – MODELO DE PAREDE CELULAR PRIMÁRIA DO TIPO I E DO TIPO II 
FONTE: Adaptado de CARPITA; Mc CANN, 2000. 
NOTA: A: Modelo tridimensional de parede celular primária do tipo I mostrando as interações moleculares 
entre celulose, xiloglucanas e pectinas. B: Modelo tridimensional da parede celular do tipo II, mostrando a 
interação molecular entre celulose, glucuronoarabinoxilanas, pectinas e substâncias aromáticas.  
Abreviação: RG I – ramnogalacturonanas do tipo I. 
 
A parede celular secundária é depositada quando a célula cessa o crescimento 
e apresenta celulose, hemiceluloses e lignina como principais componentes. Neste tipo 
de parede celular, as hemiceluloses formam uma rede juntamente com a celulose e 
desta forma a lignina se mantem associada através de ligações cruzadas tornando esta 





são as xilanas e as glucomananas. Nas angiospermas há o predomínio de xilanas, 
enquanto as gimnospermas apresentam principalemente galactoglucomananas 
(ZHONG; YE, 2009). 
Um tipo especializado de parede celular secundária é a encontrada nos 
cotilédones e endospermas de sementes. Estas paredes secundárias possuem pouca 
ou nenhuma celulose, enquanto a parede do tecido de reserva (endosperma, cotilédone 
ou perisperma) está massivamente espessa e contem depósitos de polissacarídeos que 
são mobilizados durante a germinação. Estes são os polissacarídeos de reserva, os 
quais são classificados em três grupos: mananas, que inclui as mananas puras, 
galactomananas e glucomananas, galactanas e xiloglucanas (REID; EDWARDS, 1995; 
CARPITA; McCANN, 2000). 
Entre os diferentes componentes da parede celular, abordaremos as 






As xiloglucanas são polissacarídeos que apresentam funções distintas no 
vegetal. Possuem um importante papel estrutural por estarem presentes na parede 
celular primária de vegetais superiores, além de atuarem como material de reserva em 
sementes de certas espécies de dicotiledôneas. As xiloglucanas também podem 
apresentar função regulatória, pois seus oligossacarídeos, os quais são denominados 
oligossacarinas, regulam o crescimento celular (KOOIMAN, 1960; McNEIL; DARVILL; 
FRY, 1984; HAYASHI, 1989, ECKARDT, 2008).  
A estrutura básica da xiloglucana de reserva e a estrutural são semelhantes, 
apresentando D-glucose, D-xilose e D-galactose em proporção de aproximadamente 
4:3:1 (FRY, 1989; McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; HAYASHI, 1989). As xiloglucanas 
apresentam uma cadeia principal constituída por unidades de D-glucopiranose unidas 




unidades de -D-xilopiranose, a qual também pode ser substituída em O-2 por unidades 
de -D-galactopiranose (FRY, 1989; HAYASHI, 1989; CARPITA; McCANN, 2000).  
Entretanto, nas xiloglucanas de parede celular primária as unidades de -D-
galactopiranose podem ser substituídas em O-2 por unidades de -L-fucose, sendo 
assim denominadas xiloglucanas fucosiladas (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Na Figura 3 
pode-se observar a representação de um segmento de uma cadeia de uma xiloglucana 
de parede primária. Segundo Fry (1989) as cadeias laterais possuem alguma 
regularidade de distribuição ao longo da cadeia celulósica. 
Fry et. al, (1993) sugeriram uma nomenclatura para os oligossacarídeos obtidos 
a partir de xiloglucanas, nas quais as cadeias laterais são nomeadas através das 
unidades monossacarídicas que não são substituídas, da esquerda para direita. As 
unidades de glucose da cadeia principal, substituídas por xilose são representadas pela 
letra X, enquanto que unidades de glucose sem substituinte pela letra G. Já se 
galactose, arabinose e fucose são encontradas como unidades terminais, empregam-se 
as letras L, S e F, respectivamente. Quando a unidade redutora de cada 
oligossacarídeo está sob a forma reduzida acrescenta-se a terminação ol. Estas 
cadeias laterais apresentam-se comumente relatadas em xiloglucanas extraídas de 
vegetais superiores, entretanto foram caracterizadas outras substituições com a 
atribuição de letras para representá-las, conforme ilustrado na Figura 4 (SIMS et al., 
1996;  VINCKEN et al., 1996; HANTUS et al., 1997; YORK et al., 1996; FRY et al., 






FIGURA 3 – REPRESENTAÇÃO DA ESTRUTURA DE UM SEGMENTO DE CADEIA DE XILOGLUCANA 
DE PAREDE CELULAR DO TIPO I  
FONTE: CARPITA, N; Mc CANN, M.; 2000. 
 
 
FIGURA 4 – CÓDIGO DE UMA LETRA PARA AS CADEIAS LATERAIS DAS XILOGLUCANAS COM 
DIFERENTES SUBSTITUIÇÕES 
FONTE: Adaptado de FRY et al., 1993. 
 
Baseado no número de unidades de glucose substituídas, Vincken et al. (1997) 
dividiram as xiloglucanas em dois grupos. O primeiro chamado de poli-XXXG apresenta 
a cadeia principal contendo três unidades consecutivas de glucose substituídas em O-6 
por unidades de xilose e uma quarta unidade de glucose não ramificada. Este grupo 
inclui as xiloglucanas encontradas em muitas gimnospermas e nas angiospermas 
(O’NEILL; YORK, 2003), como observado nos oligossacarídeos obtidos de xilema de 
Cryptomeria japonica (araucária do Japão) (KAKEGAWA; EDASIGE; ISHIL, 1998) e em 




O outro grupo é encontrado nas espécies da família Solanaceae sendo definido 
como poli-XXGG, o qual apresenta duas unidades de glucose substituídas com 
unidades de xilose, alternadas a duas unidades de glucose não substituídas. Este tipo 
de estrutura foi observado em xiloglucana de Lycopersicon esculentum (tomate) (JIA et 
al., 2003), Nicotiana tabacum (tabaco) (SIMS et al., 1996; YORK et al., 1996) e 
Solanum tuberosum (batata) (VINCKEN et al., 1996). 
A parede celular primária das monocotiledôneas comelinóides também apresenta 
xiloglucana na sua estrutura, e apesar de estar em quantidade inferior quando 
comparado com a parede celular das dicotiledôneas, este polissacarídeo foi 
caracterizado e possui predominantemente a estrutura do grupo poli-XXGG 
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010). 
 
 
2.2.1 Xiloglucana estrutural 
 
 
A estrutura das xiloglucanas de parede celular primária tem sido revisada 
(McNEIL; DARVILL; FRY, 1984; HAYASHI, 1989; FRY, 1989) desde que este 
polissacarídeo foi inicialmente isolado de cultura de células em suspensão de Acer 
pseudoplatanus (BAUER et al., 1973).  As xiloglucanas compreendem 20-25% das 
paredes primárias de dicotiledôneas e 2% das monocotiledôneas (McNEIL; DARVILL; 
FRY, 1984; FRY, 1989; HAYASHI, 1989; VARNER; LIN, 1989; HSIEH; HARRIS, 2009; 
SCHELLER; ULVSKOV, 2010), sendo que foram identificadas também em 
gimnospermas (KAKEGAWA; EDASHIGE; ISHI, 1998; BOCHICCHIO, 2003; 
LORENCES, 2004). 
Xiloglucanas fucosiladas têm sido isoladas da parede celular das folhas de 
diferentes espécies, como Brassica oleracea (repolho) (STEVENS; SELVENDRAN, 
1984), Gossypium sp. (algodão), (BUCHALA et al., 1993), Arabidopsis thaliana 
(arabidopsis), (ZABLACKIS et al., 1995; OBEL et al., 2009), Digitalis purpurea 
(dedaleira) (HENSEL; SCHMIDGALL; KREIS, 1998), H. courbaril (jatobá) (BUSATO; 




Myrothamnus flabellifolius (arbusto da ressureição) (MOORE et al., 2006) e T. indica 
(tamarindo) (KAI, 2009).  
Ao analisar a estrutura da xiloglucana presente na folha de H. courbaril (jatobá) 
Busato et al. (2005) observaram que além da substituição por galactose em O-2 nas 
unidades de xilose, esta unidade também pode estar substituída em O-4.  
Um novo oligossacarídeo de xiloglucana estrutural foi isolado e caracterizado 
das folhas e da polpa do fruto da espécie Argania spinosa (argania). Nestes estudos foi 
obtido o XUFG, no qual a letra ―U‖ representa a unidade de glucose da cadeia principal, 
substituída por unidades de xilose e esta, por sua vez, substituída por outra unidade de 
xilose em O-2, ao invés de unidades de galactose (RAY et al., 2004; ABOUGHE-
ANGONE; 2008). 
Outra xiloglucana não usual foi isolada e caracterizada das flores de Nerium 
indium. Neste estudo os autores descrevem a presença de um trissacarídeo constituído 
por glucose e xilose, entretanto, não foi observada a presença de unidades de 
galactose e fucose (DING et al., 2003).  
Paredes (2009) caracterizou uma xiloglucana fucosilada proveniente da raiz de 
Lepidium meyenii (maca), uma planta nativa do Peru, a qual é amplamente utilizada 
devido suas propriedades medicinais e alimentícias. 
Recentemente, Obel et al. (2009) caracterizaram xiloglucanas estruturais 
presentes em diferentes tecidos da planta Arabidopsis thaliana e mostraram que, todas 
as partes estudadas apresentavam qualitativamente a mesma composição dos 
oligossacarídeos, entretanto foram observadas variações quantitativas significativas 
entre os oligossacarídeos dos diferentes locais. 
Alguns trabalhos descrevem a ocorrência de xiloglucanas fucosiladas em frutos 
e a sua participação no amadurecimento. A xiloglucana obtida de parede celular dos 
frutos de Diospyros kaki L. (caqui) foi caracterizada, sendo a proporção de Glc: Xyl: Gal: 
Fuc de 10: 6: 3,4: 1,4 (CUTILLAS – ITURRALDE et al., 1996). Uma xiloglucana 
estrutural da parede celular de frutos de Actinidia deliciosa (kiwi) foi purificada e 
caracterizada, apresentando uma proporção similar Glc: Xyl: Gal: Fuc de 10: 6,9: 2,1: 
0,3 (REDGWELL; MELTON; BRASCH, 1988; LI; SAKURAI; NEVINS 2009). Renard et 




xiloglucanas estruturais de maçã e uva. Recentemente, Arnous e Meyer (2009) 
avaliaram, através de hidrólises ácidas, os polissacarídeos presentes na casca de três 
tipos de uvas cultivadas para produção de vinho (Cabernet Sauvignon, Merlot e Shiraz) 
e na casca de dois tipos de maçã (Red Delicious and Golden Delicious). A partir da 
composição monossacarídica foi estimado como polissacarídeo majoritário presente 
nas paredes celulares, a homogalacturonana, enquanto que, aproximadamente 10 
mol% dos polissacarídeos presentes na cascas destas frutas eram xiloglucanas. 
Vierhuis et al. (2001) obtiveram frações hemicelulósicas ricas em xilana e 
xiloglucana a partir de frutos da oliveira em diferentes estágios de maturação. Os 
autores não observaram alterações na composição e distribuição de massa molar das 
frações contendo xiloglucanas. Entretanto, o processo de amadurecimento de frutos 
que está associado a alterações na parede celular parece envolver modificações nas 
xiloglucanas. Estudos utilizando frutos de Lycopersicon esculentum (tomate), Cucumis 
melo (melão) e Ficus carica (figo) têm demonstrado que as xiloglucanas sofrem 
degradação durante a maturação, resultando em alterações na quantidade e massa 
molar destes polissacarídeos (SAKURAI; NEVINS, 1993; ROSE et al., 1998; OWINO et 
al., 2004).  
Hoffman et al. (2005) analisaram xiloglucanas da parede celular de plantas da 
subclasse Asteridae. Estes autores verificaram que Ipomoea purpurea (glória da 
manhã), Ocimum basilicum (manjericão) e Plantago major (tanchagem) apresentam 
xiloglucanas com um padrão de substituição do tipo XXGGG, contendo cinco unidades 
de glucose, onde apenas as duas primeiras são substituídas por xilose. 
 
 
2.2.2 Xiloglucana de reserva 
 
 
Os polissacarídeos de reserva são compostos acumulados durante o 
crescimento e desenvolvimento da planta, armazenados no período de dormência e 
utilizados para fornecimento de monossacarídeos para um novo ciclo de crescimento. A 




bem definida, isto é, muitos carboidratos presentes nas sementes possuem estrutura 
muito semelhante as dos encontrados na parede celular, sendo estes isolados de 
outros tecidos. Além do amido, há diversos tipos de polissacarídeos de reserva entre 
eles: mananas, galactomananas, galactoglucomananas, glucanas e xiloglucanas 
(AVIGAD; DEY, 1997). As xiloglucanas de reserva também são chamadas de amilóides 
devido a sua propriedade semelhante ao amido de apresentar coloração azul após 
tratamento com solução de iodo/iodeto de potássio (GAILLARD, 1961; KOOIMAN, 
1961; AVIGAD; DEY, 1997). 
Kooiman (1957, 1960, 1967) foi o primeiro a descrever as xiloglucanas. Nestes 
trabalhos, este polissacarídeo foi extraído de sementes de diferentes fontes: T. indica 
(tamarindo), Tropaeolum majus (capuchinha), Cyclamen europaeum (ciclamen), 
Impatiens balsamina (beijo de frade), H. courbaril (jatobá), Schotia latifolia (feijão de 
bôer) e Annona muricata (graviola).  
Vários estudos já foram realizados com xiloglucanas de sementes de T. indica 
(tamarindo) visando sua caracterização estrutural através de oligossacarídeos obtidos 
quimicamente ou enzimaticamente. As propriedades reológicas do polissacarídeo 
nativo e modificado (sulfatados e alquilaminado) justificam o interesse por este polímero 
(YORK et al., 1993; LANG et al., 1992, SIMS et al., 1998; MARRY et al., 2003; 
FREITAS et al., 2005). Kumar e Bhattacharya (2008) revisaram as propriedades das 
sementes de T. indica, como: o conteúdo de proteína, carboidratos e ácidos graxos, 
além do comportamento reológico da solução aquosa obtida do pó das sementes. 
Neste estudo os autores também apontam as aplicações da xiloglucana das sementes 
de T. indica na indústria alimentícia, a qual pode atuar como espessante, estabilizante, 
agente antimicrobicida, inibidor da cristalização, entre outras propriedades. 
Recentemente, foi observado que as xiloglucanas obtidas do pó das sementes de T. 
indica submetidas à irradiação apresentaram diferenças quanto ao rendimento, massa 
molar, morfologia e atividade antioxidante (CHOI et al., 2009).  
Buckeridge e Dietrich (1990) relataram a presença de xiloglucanas nos 
cotilédones de C. langsdorffii. Em estudos posteriores foram comparados aspectos 
estruturais deste polissacarídeo obtido de sementes de regiões distintas (savana e 




monossacarídica é muito semelhante e os oligossacarídeos obtidos por digestão 
enzimática foram os mesmos para as amostras analisadas, porém em diferentes 
proporções para cada espécie e região (BUCKERIDGE et al., 1992, 1997). 
Estudos sobre as estruturas finas de xiloglucanas das espécies T. indica e C. 
langsdorffii, mostraram que estas apresentam um padrão estrutural semelhante 
formada pelas XXXG, XLXG, XXLG e XLLG em diferentes proporções (BUCKERIDGE 
et al., 1992; MARRY et al., 2003; REN et al., 2005; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006). Já, 
as xiloglucanas presentes nas sementes de H. courbaril apresentam cerca de 50% da 
sua estrutura composta por XXXXG e também foi caracterizado na sua estrutura o 
oligossacarídeo pertencente à série XXXXXG (BUCKERIDGE et al., 1997; TINÉ; LIMA; 
BUCKERIDGE, 2003; FREITAS et al., 2005; TINÉ et al., 2006). 
Teixeira (2005) isolou e caracterizou por metilação e espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear, uma xiloglucana das sementes de Mucuna sloanei 
(mucuna). Outra espécie de Mucuna, Mucuna flagellipes, foi utilizada por Onweluzo, 
Ramesh e Tharanathan (2002) para obtenção de xiloglucanas. A farinha das sementes 
de Mucuna sloanei, Mucuna flagellipes e Detarium senegalense é utilizada na Nigéria e 
certos países da África como espessante em alimentos (AJIWE et al., 1997; WANG et 
al., 1996; ONWELUZO; RAMESH; THARANATHAN, 2002). 
Ren et al. (2005) isolaram uma xiloglucana das sementes de Afzelia africana, a 
qual apresentou a mesma composição dos oligossacarídeos de T. indica, porém em 
diferentes proporções. Neste estudo também foi determinada a viscosidade intrínseca 
do polímero, a qual se apresentou inferior ao valor determinado para a xiloglucana 
proveniente de Detarium senegalense. 
Recentemente foi mostrado o efeito do tempo de extração nas propriedades 
das frações de xiloglucanas obtidas das sementes de H. courbaril. Neste estudo foi 
relatado que, quanto maior o tempo de extração utilizado, maior a contaminação por 
unidades de arabinose e por proteína. Com a utilização da técnica de espalhamento de 
luz dinâmico foi possível sugerir que o aumento do tempo de extração pode aumentar a 
agregação das xiloglucanas (KAI; PETKOWICZ, 2010). 
Diferentes propriedades exibidas pelas xiloglucanas atraem estas moléculas 




Sob condições específicas, as xiloglucanas podem formar soluções viscosas 
que encontram aplicação na indústria farmacêutica e alimentícia (SIMI; ABRAHAM, 
2010). Já foi demonstrado que as xiloglucanas podem interagir com diversos 
compostos, como: tetraborato, álcool, quitosana, entre outros, resultando em formação 
de gel ou aumento da viscosidade da solução (MARTINS et al., 2003; YUGUCHI et al., 
2004; SIMI; ABRAHAM, 2010). 
Os aspectos reológicos da xiloglucana desgalactosilada extraídas das 
sementes de H. courbaril foram muito bem relatados por Busato et al. (2009). Quando 
submetidos à modificação por -galactosidase, as xiloglucanas exibiram propriedades 
geleificantes e a temperatura transição de sol-gel varia de acordo com o grau de 
eliminação de galactose. Vários estudos têm mostrado que o gel obtido de xiloglucana 
desgalactosilada pode ser utilizado para a liberação controlada de fármacos, podendo 
ser administrado por via retal (MIYAZAKI et al., 1998), intraperitoneal (SUISHA et al., 
1998), oral (KAWASAKI et al., 1999), ocular (MIYAZAKI et al., 2001) e pericutânea 
(TAKAHASHI et al., 2002). 
Na indústria farmacêutica, além das propriedades reológicas as xiloglucanas 
apresentam características mucoadesivas, biocompatibilidade, capacidade de aderir 
fármacos e alta estabilidade térmica (SUMATHI; RAY, 2002). Foi testado o 
comportamento de liberação de diversos fármacos associados à xiloglucanas, nestes 
estudos o polissacarídeo foi capaz de prolongar a ação e evitar a degradação do 
fármaco (SUMATHI; RAY, 2002; GHELARDI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2009; HIRUN; 
TANTISHAIYAKUL; PICHAYAKORNB, 2010) 
Oligossacarídeos de T. indica obtidos por digestão com celulase e 
admnistrados em ratos durante 35 dias mostraram efeitos no metabolismo de lipídios, 
diminuído o nível sanguíneo de colesterol e triglicerídeos (YAMATOYA et al., 1996), 
além de inibir a absorção de D-glucose (SONE; MAKINO; MISAKI, 1992).  
Estudos realizados por Hensel e Meier (1999) sugerem que as xiloglucanas 
podem ser adicionadas em alimentos com a função de agentes antimutagênicos. A 
xiloglucana das sementes de Tropaeolum majus apresentou atividade antimutagênica, 
com inibição dose-dependente variando de 20-50% contra o agente mutagênico 1-




sistema imune, efeito evidenciado pelo aumento na capacidade fagocítica em 
monócitos, neutrófilos, bem como em macrófagos da linhagem RAW 264.7 
(SREELEKHA et al. 1993; PAULY; FREIS; PAULY, 1999; SILVEIRA, 2010). Além desta 
via de ativação, também foi verificado interferência na produção de NO em macrófagos 
oriundos da cavidade peritoneal e recrutamento de células para cavidade peritoneal de 






Macrófagos são células que participam ativamente da resposta imunológica. 
Estas células pertencem ao sistema mononuclear fagocítico e representam a primeira 
linha de defesa do organismo, pois são as primeiras células a entraram em contato com 
microorganismos ou toda e qualquer partícula invasora. Os macrófagos são originados 
a partir de monócitos circulantes presentes no sangue, os quais por sua vez são 
originados a partir de precursores na medula óssea. Quando os monócitos presentes 
na corrente sanguínea migram para os tecidos eles diferenciam-se em macrófagos. O 
monócito no sangue periférico é considerado uma célula intermediária que adquire sua 
maturidade funcional nos tecidos como macrófago (ADAMS, 1979; ABBAS; LICHTMAN, 
2005; SILVA; HASHIMOTO; ALVES, 2009; GEISSMANN et al., 2010). 
Os macrófagos são amplamente distribuídos nos mais variados tecidos 
presentes em diferentes órgãos recebendo nomenclatura distinta dependendo da sua 
localização, como por exemplo, no fígado (células de Kupffer), pulmão (macrófagos 
alveolares), sistema nervoso central (microglias), ossos (osteoclastos) e na pele 
(células de Langehans), sendo que macrófagos residentes apresentam funções e 
características específicas de acordo com o local em que se encontram (ABBAS; 
LICHTMAN, 2005; TAYLOR et al., 2005; SILVA; HASHIMOTO; ALVES, 2009).  
Estas células fagocitárias apresentam função crucial na imunidade inata, bem 
como na resposta imune adaptativa. Os macrófagos fagocitam e destroem agentes 
patológicos como: bactéria, vírus, fungos, protozoários e helmintos (HACKETT; 2003; 




estas células reconhecem e facocitam células mortas ou restos celulares de células em 
processo de apoptose, além de células neoplásicas (KLIMP et al.; 2002; 
FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Um importante papel do macrófago durante a 
resposta imune inata é produzir citocinas, as quais promovem o recrutamento e 
ativação de mais macrófagos e outras células inflamatórias (BEUTLER, 2004; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Na resposta imune adaptativa os macrófagos 
processam e apresentam os antígenos para os linfócitos, os quais por sua vez, tornam-
se capazes de produzir anticorpos (ABBAS; LICHTMAN, 2005).  
Os receptores presentes na superfície de sua membrana plasmática estão 
diretamente relacionados com as funções dos macrófagos, como diferenciação, 
adesão, fagocitose, ativação e citotoxicidade. A habilidade destas células fagocíticas 
em reconhecer ligantes endógenos e exógenos e responderem apropriadamente é a 
função central dos macrófagos, seja na homeostase, ou na imunidade inata, imunidade 
adquirida, auto-imunidade, inflamação e imunopatologia (TAYLOR et al., 2005).  
No processo de fagocitose, os macrófagos reconhecem os agentes patológicos 
através dos receptores específicos presentes na superfície celular. Um dos receptores 
relacionados à fagocitose é o receptor para D-manose, o qual apresenta na sua 
estrutura domínios de lectina que reconhece especificamente unidades de carboidratos, 
às quais se ligam, permitindo assim, a internalização de polímeros constituídos por 
manose, L-fucose e N-acetilglucosamina (STAHL; SCHLESINGER, 1980; SHEPHERD 
et al., 1981; TAYLOR et al., 2005).  Estes monômeros são encontrados na parede 
celular microbiana, o que permite os macrófagos reconhecerem diferentes 
microorganismos patogênicos (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Além do receptor de D-
manose, já foram descritos diversas classes de receptores presentes na membrana 
celular dos macrófagos, os quais apresentam funções distintas gerando diferentes 
respostas. Destacam-se: receptores ―Toll like‖, receptores ―scavenger‖, receptores com 
um único ou com múltiplos domínios lectinas e integrinas, neste último grupo destacam-
se o CR3 (receptor para complemento), a superfamília Ig (imunoglobulina), dectina-1, 
entre outros (JOHNSON et al., 2003; TAYLOR et al., 2005; SCHEPETKINS; QUINN, 




A interação de ligantes com receptores específicos permite que os macrófagos 
englobem grandes partículas como bactérias, leveduras e células mortas, formando 
uma vesícula chamada endossomo. A partir da endocitose, ocorre a formação inicial de 
um endossomo primário (early), o qual, posteriormente, se funde aos lisossomos, 
organelas envoltas por membrana celular ricas em enzimas hidrolíticas; nesta etapa, 
depois de fusionados aos lisossomos, os endossomos passam a ser chamados de 
endossomos secundários (late). Nesta etapa, a partícula ou microorganismo endocitado 
sofre ação das enzimas lisossomais, produzindo espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio. Em resposta a ligantes específicos os macrófagos também podem realizar 
outras funções efetoras, como a produção de citocinas, de fatores de crescimento, 
fatores angiogênicos e metaloproteinases. Além disso, fazem a degradação de 
proteínas e processamento de antígenos os quais são apresentados às moléculas do 
complexo principal de histocompatibilidade, para que as células T possam reconhecer 
as substâncias estranhas ao organismo (ABBAS; LICHTMAN, 2005). 
Polissacarídeos variados podem ser ligantes efetivos em diferentes receptores 
de macrófagos podendo gerar respostas celulares envolvendo a modulação do sistema 
imune. Por este motivo, estas moléculas vêm sendo objeto de estudos nos diferentes 
processos de ativação dos macrófagos (JOHNSON et al., 2003; TAYLOR et al., 2005; 
SCHEPETKINS; QUINN, 2006; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; VARIN; 
GORDON, 2009). 
Como modelo de estudo os macrófagos podem ser divididos em três grupos 
funcionais: 1) macrófagos residentes, que são derivados da cavidade peritoneal ou 
outro local sem estímulo prévio; 2) macrófagos elicitados, que são recrutados para a 
cavidade peritoneal por um agente inflamatório não-específico, como o tioglicolato de 
sódio; 3) macrófagos ativados, recrutados para a cavidade por uma infecção, como por 
exemplo, pelo Bacillus Calmette Guerin (BCG), o qual produz um exsudato rico em 
citocinas. Em cada um destes estágios ocorre a expressão de proteínas específicas de 
membrana e de produtos de secreção (COHN, 1978; MACKAY; RUSSELL, 1986; 




Os macrófagos ativados podem desencadear o burst respiratório e a produção 
de óxido nítrico (NO), que são respostas bioquímicas de duas vias oxidativas diferentes 
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999), as quais serão abordadas, a seguir. 
 
 
2.4 BURST RESPIRATÓRIO 
 
 
Um dos mecanismos utilizados por células fagocíticas, como neutrófilos e 
macrófagos, para eliminar microorganismos invasores é o processo conhecido como 
burst respiratório (SEGAL, 2005; HALLIWELL, 2006; USHIO-FUKAI, 2009). O burst 
respiratório é caracterizado pelo acentuado aumento no consumo de oxigênio e 
liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS). Estes compostos podem ser 
divididos em dois grupos: os que apresentam elétrons desemparelhados (radical) como 
o ânion superóxido (O2
-) e o radical hidroxil (HO); e o grupo que não apresenta 
elétrons desemparelhados, porém são agentes oxidantes e/ou facilmente convertido em 
radicais, tais como, peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio molecular singlete (
1O2), 
peroxinitrito (ONOO-), ozônio (O3), entre outros (HALLIWELL, 2006; WANG, 2009). 
O burst respiratório pode ser estimulado no processo de fagocitose, devido à 
opsonização de microorganismos e peptídeos que mimetizam parte de alguma proteína 
bacteriana, como por exemplo, o N-formilmetionilleucilfenilalanina, bem como o 
lipopolissacarídeo (LPS). Esta via pode ainda ser estimulada pelo éster de forbol, 
acetato de forbol meristato (PMA), molécula amplamente utilizada como controle 
positivo nos experimentos que visam mensurar a produção de ROS (HALLIWELL; 
GUTTERIDGE, 2006; HALLIWELL; 2006; WANG, 2009). O PMA, in vitro, aloja-se na 
membrana dos macrófagos e ativam a proteína quinase C, a qual pode ativar a NADPH 
oxidase através de uma cascata de fosforilação e desfosforilação (RYVES et al., 1991). 
As ROS também são produzidas em resposta a fatores de crescimento, citocinas, 
interferon gama (IFN-), agonistas dos receptores acoplados a proteína G ou estresse 




A intensidade do burst respiratório em macrófagos depende de onde e como 
eles são obtidos: 1) macrófagos residentes ou 2) Macrófagos elicitados (HALLIWELL; 
GUTTERIDGE, 2006). Os macrófagos obtidos de animais tratados com o tioglicolato ou 
PMA, como estímulo não-particulado, consomem três vezes mais oxigênio durante o 
processo de fagocitose, quando comparados a células obtidas de animais não tratados 
(COHEN et al., 1981; JUN; MET; YUAN, 1993).  
O mecanismo molecular do burst respiratório envolve a ativação do complexo 
enzimático NADPH oxidase que catalisa redução do oxigênio a ânion superóxido (O2
-) 
tendo como doador de elétrons o NADPH (reação 1). Em seguida o O2
- é convertido a 
peróxido de hidrogênio pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD) (reação 2) 
(BABIOR, 1992; KLEBANOFF, 1992; ROTROSEN, 1992).  
 
NADPH + 2 O2                             NADP
+ + H+ + 2 O2
-       (1) 
 
2 O2
- + 2 H+                                            H2O2 + O2           (2) 
 
NADPH-oxidase é um complexo multicompetente, presente nas células 
fagocíticas, constituído por subunidades proteicas, as quais podem ser encontradas 
tanto no citosol como na membrana plasmática (Figura 5). Em macrófagos não 
ativados, a NADPH-oxidase está inativa, sendo rapidamente ativada quando estas 
células são estimuladas por agentes apropriados. A ativação da célula fagocítica gera 
uma mudança conformacional na flavocitocromo b558, um heterodímero de membrana, 
que corresponde ao sítio ativo da enzima. Esta porção é composta por uma subunidade 
catalítica, denominada gp91phox e por uma subunidade menor, com função regulatória, 
denominada p22phox (Figura 5) (SEGAL; ABO, 1993; BABIOR, 1992; CROSS; SEGAL, 
2004; WANG, 2009). Esta mudança conformacional parece ser dependente do contato 
entre a flavoproteína b558 e as subunidades citosólicas, denominadas p47
phox, p67phox, 
p40phox e GTPaseRac1 (VIGNAIS, 2002; CROSS; SEGAL, 2004; WANG; 2009). A 
flavoproteína b558 foi recentemente localizada tanto na membrana quanto no 









FIGURA 5 – MECANISMO PROPOSTO PARA A ATIVAÇÃO DA NADPH OXIDASE PRESENTE EM 
CÉLULAS FAGOCÍTICAS 
FONTE: WANG; 2009. 
Nota: Um exemplo de ativação da NADPH oxidase, acima ilustrado, é a via dependente de proteína 









, translocam-se e ligam-se na gp91
phox
 
ancorada na membrana, sendo esta a subunidade catalítica da NADPH oxidase. A união destas multi-
subunidades leva a ativação do sistema NADPH oxidase, resultando na geração de ROS. A NADPH 
oxidase também participa na sinalização em resposta a vários hormônios e fatores de crescimento. Um 
exemplo típico é a resposta da NADPH oxidase na ativação do receptor fator de crescimento epidermal 
(EGFR), no qual os sinais PI3K, Akt e Rac1 estão envolvidos na produção de ROS. 
 
Os produtos do burst respiratório, O2
- e H2O2 são considerados espécies 
reativas de oxigênio de baixa reatividade, porém capazes de destruir patógenos. 
Entretanto, estes compostos são substratos para geração de espécies que apresentam 
maior reatividade, como o radical hidroxil, produzido pela reação de Fenton (reação 3) e 
compostos reativos halogenados (ácido hipocloroso, hipoclorito, hipobromito) (PARK et 
al.; 1992; PARK; BABIOR, 1992; BABIOR, 1992; HALLIWELL; 2006, WANG, 2009). 
 
Fe 2+ + H2O2                          Fe
3+  + OH- + HO                                 (3) 
 
O modo de ação do peróxido de hidrogênio (H2O2) está relacionado com 
inibição de enzimas bacterianas que possuem ―clusters‖ [Fe-S].  Esta molécula reativa é 
capaz de penetrar na parede celular bacteriana, e segundo a reação de Fenton, gera 





2.5 ÓXIDO NÍTRICO 
 
 
O óxido nítrico (NO) é um radical livre permeável às membranas que pode ser 
produzido por diferentes tipos de células como: macrófagos, plaquetas, neutrófilos, 
células endoteliais, neurônios, células do trato respiratório, fibroblastos e hepatócitos 
(STUEHR; MARLETA, 1987; BILLIAR et al., 1992; NUSSLER; BILLIAR, 1993; MAYER; 
HEMMENS, 1997). Como um radical livre, este gás é capaz de reagir rapidamente com 
vários compostos, principalmente espécies contendo elétrons desemparelhados, como 
o oxigênio e intermediários reativos. Esta reação pode formar outros radicais: (NO2), 
ânions moderadamente estáveis (NO-2), ânions muito estáveis (NO-3), óxidos altamente 
instáveis (N2O3) e peróxidos instáveis (ONOO
-). Esta molécula também pode reagir com 
radical tiol produzindo compostos nitrosotióis (RSNO). No meio biológico, a maioria 
destes subprodutos pode surgir em poucos segundos após a enzima óxido nítrico 
sintase tornar-se cataliticamente ativa (MAcMICKING; XIE; NATHAN, 1997; BOGDAN, 
2001; HALL; GARTHWAITE, 2009). 
O NO é uma molécula sinalizadora relatada como um mensageiro autócrino ou 
parácrino, geralmente regulando processos intracelulares ou atuando em células 
próximas do seu local de síntese e liberação (LUNDBERG; WEITZBERG, 2009). Foram 
descritos diversos efeitos do NO e dos seus intermediários reativos na regulação de 
várias respostas fisiológicas e patofisiológicas no corpo humano (KORHONEN, 2005). 
O NO atua no sistema imune como uma molécula efetora citostática e citotóxica, a qual 
inibe o crescimento de diversos agentes de doenças infecciosas como vírus, bactérias, 
protozoários, fungos e helmintos. Além disso, apresenta atividade antitumoral (através 
da morte e/ou inibição do crescimento da célula tumoral), reparo de dano tecidual 
(necrose e fibrose), possui ação antinflamatória, efeito imunossupressor, modula a 
produção e função de citocinas e fatores de crescimento (MAcMICKING; XIE; NATHAN, 
1997; BOGDAN, 2001; KORHONEN, 2005; ORTEGA et al., 2008; COULTER et al., 
2008; LUNDBERG; WEITZBERG, 2009).  
Outros efeitos atribuídos ao radical óxido nítrico são as atividades 




efeito vaso protetor, modula a proliferação de células musculares lisas, inibe a adesão e 
migração de leucócitos através do endotélio vascular e é mediador na angiogênese 
(NASEEM, 2005). Entretanto, uma produção descontrolada de NO pode levar a uma 
resposta tóxica, a qual pode resultar em uma série de doenças inflamatórias, bem como 
no desenvolvimento tumoral (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1994; SCHMIDT; 
WALTER, 1994; ZHUANG; WOGAN, 1997; COULTER et al., 2008; WEIGERT; BRUNE, 
2008).  
A síntese de NO ocorre a partir do átomo de nitrogênio do grupo guanidino do 
aminoácido L-arginina, em uma reação catalisada por uma enzima, conhecida como 
óxido nítrico sintase (NOS) dependente de oxigênio molecular, como ilustrado na Figura 
6 (MAYER; HEMMENS, 1997; STUEHR et al., 2004). A NOS é uma enzima dimérica, 
formada por dois monômeros idênticos, os quais apresentam dois domínios catalíticos.  
O domínio N-terminal oxidase apresenta grupo heme ligado e um sítio para o cofator 
tetrahidrobiopterina. Esta região é responsável pela oxidação da L-arginina em L-
citrulina na presença de oxigênio molecular (STUEHR et al., 2004). O domínio C-
terminal redutase contém distintos sítios de ligação para FAD, FMN e NADPH, e por 
apresentar homologia com citocromo P450 redutase, vem sendo estudada como alvo 
na terapia antitumoral (FITZPATRICK et al., 2008). 
 
 
FIGURA 6 – ESQUEMA ILUSTRANDO A PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO
•
) 
FONTE: MAYER; HEMMENS, 1997 
 
A enzima NOS constitui uma família com três isoenzimas codificadas por genes 




sendo a última, a forma presente em macrófagos (XIE et al., 1992; NATHAN; XIE, 1994; 
MAcMICKING; XIE; NATHAN, 1997). Embora estas três isoformas catalisem a mesma 
reação, elas diferem na regulação, amplitude e duração da produção de NO. As 
isoformas nNOS e eNOS são conhecidas como constitutivas, porque, diferentemente da 
iNOS, estas proteínas são expressas constitutivamente nas células. São reguladas 
primeiramente por elevada concentração de cálcio, que ativa a enzima a produzir NO 
em pequena quantidade e por curto período de tempo (BOGDAN, 2001).  
A iNOS possui uma molécula de calmodulina fortemente ligada, mantendo-a 
numa conformação ativa, mesmo em baixos níveis de cálcio, podendo ser denominada 
NOS - cálcio independente. Esta enzima pode produzir, constantemente, alta 
concentração de NO por períodos prolongados (BREDT; SNYDER, 1990; MARLETTA, 
1994; MAYER; HEMMENS, 1997).  
A enzima iNOS é regulada positivamente ou negativamente pelo contato célula-
célula (adesão ou moléculas co-estimulatórias), citocinas, complexos imunes, produtos 
microbianos e virais (proteínas, lipídeos e polissacarídeos), poliaminas, quantidade de 
oxigênio, pH do meio e diversos antibióticos (BOGDAN, 2001). Todas as formas de 
NOS podem ser inibidas por análogos de arginina N-substituídos, como a NG-
monometil-L-arginina, a aminoguanidina ou a N-nitroarginina metil éster (JAMES, 1995). 
O aumento da expressão do gene para a enzima iNOS se faz em resposta a 
diferentes estímulos, como as interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, interferon-gama (IFN-
), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-), bactérias (por exemplo, BCG) ou produtos 
bacterianos (por exemplo, LPS), entre outros. Já, a inibição transcricional desta enzima 
pode ocorrer na presença de interleucinas IL-4, IL-8 e IL-10, fator de necrose tumoral  
(TNF-), entre outros (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1994; JAMES, 1995; MAYER; 
HEMMENS, 1997, KLEINERT 2004, KORHONEN, 2005).  
Diversos polissacarídeos foram descritos como modificadores da resposta 
biológica devido à capacidade de induzir ou reprimir a produção de NO em células do 
sistema imune (NOLETO et al., 2002; 2004; KIM et al.2004; YANG et al. 2007; 2008; 
ROSÁRIO et al., 2008). Este efeito muitas vezes é acompanhado pelo aumento da 
produção de citocinas (MORETÃO et al., 2003; SCHEPETKINS et al., 2008; YANG et 







As citocinas são proteínas sintetizadas e liberadas por células que participam 
da resposta imune inata e adaptativa, como fagócitos mononucleares e linfócitos. Estas 
moléculas estão envolvidas na primeira comunicação entre a resposta imune inata e a 
adaptativa, podendo agir no crescimento, diferenciação, ativação celular, atividade 
citolítica, apoptose, quimiotaxia na célula alvo, além de serem capazes de regular e 
determinar a natureza da resposta imune. A Figura 7 ilustra as diferentes vias de 
atividade, produção e liberação de diferentes citocinas, assim como, as células com 
potencial para exercer tais atividades e algumas das possíveis interrelações que 
ocorrem entre as células produtoras de citocinas. As citocinas podem ser produzidas 
por diferentes tipos celulares em resposta ao contato com microorganismos, antígenos, 
bem como, pela presença e reconhecimento de outras citocinas (BERCZI; 
SZENTIVANYI, 2003; KAISER et al., 2004; ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS; 
BORISH; STEINKE, 2010).  
Apesar de diversas citocinas terem sido caracterizadas por apresentarem 
características estruturais e funcionais diferentes, essas moléculas apresentam 
algumas características comuns. As citocinas transportam informações inter e 
intracelularmente, através de receptores específicos (MINTER; WESSELS; 
MOLDAWER, 2001). A ação destas moléculas geralmente é pleitrópica, ou seja, agem 
em diferentes tipos celulares, e podem influenciar na síntese e ação de outras citocinas 
(MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; ABBAS; LICHTMAN, 2005). As sinalizações 
das citocinas podem ocorrer de modo autócrino, justácrino, parácrino e endócrino 
(MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; BERCZI; SZENTIVANYI, 2003). A presença 
de citocinas e seu reconhecimento por células alvo podem levar a uma alteração da 
expressão gênica destas, levando-as a desenvolverem a capacidade de exercer novas 






FIGURA 7 – ESQUEMA ILUSTRANDO A AÇÃO DAS CITOCINAS E AS RESPOSTAS PRODUZIDAS 
PELAS CÉLULAS ALVO 
FONTE: Adaptado de KINDT; OSBORNE; GOLDSBY, 2000. 
 
As citocinas produzem efeitos biológicos por ligação específica e de alta 
afinidade aos receptores presentes na superfície da célula alvo (MINTER; WESSELS; 
MOLDAWER, 2001). Cinco tipos de receptores para citocinas já foram caracterizados, 
os quais consistem de proteínas transmembrânicas que apresentam regiões 
extracelulares, local de ligação da citocina, e domínios citoplasmáticas que iniciam os 
eventos de sinalização intracelular. Os receptores foram classificados de acordo com as 




citocina tipo I; receptores de citocina tipo II; receptores com domínio de imunoglobulina; 
receptores do TNF e receptores transmenbrânicos de sete -hélices (BERCZI; 
SZENTIVANYI, 2003; ABBAS; LICHTMAN, 2005). 
As citocinas TNF, IL-1 e IL-6, denominadas citocinas pró-inflamatórias são 
proteínas que apresentam um importante papel iniciando e regulando a resposta imune 
inata e, posteriormente, regulam a resposta inflamatória, propagando a resposta imune 
adaptativa (MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; BERCZI; SZENTIVANYI, 2003). 




2.6.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF) 
 
 
O fator de necrose tumoral (TNF) foi primeiramente identificado como uma 
substância presente no soro de animais estimulados por LPS capaz de causar a lise de 
células tumorais (ABBAS; LICHTMAN, 2005). O TNF pertence à superfamília TNF, a 
qual apresenta 19 membros e suas respostas são mediadas por 29 receptores 
diferentes. Estes ligantes regulam funções do sistema imune, hematopoiético e na 
morfogênese, induzem a proliferação, diferenciação e apoptose celular. Entretanto, 
também estão relacionados com tumorogêneses, rejeição de transplantes, choque 
séptico, replicação viral e doenças auto-imunes (AGGARWAL, 2003; VINAY; KWON, 
2009).  
O TNF é sintetizado por fagócitos mononucleares, neutrófilos, linfócitos, 
células NK, células endoteliais, mastócitos, entre outras (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Ele é processado como uma proteína de 
membrana (26 kDa), não glicosilada, homodímera, a qual é clivada na região C-terminal 
por uma metaloproteína associada à membrana, liberando um polipeptídeo solúvel de 
17 kDa. A união de três cadeias de polipeptídeos forma uma proteína homotrímera (51 
kDa) de formato piramidal. Ambas as proteínas, de membrana e solúvel, são efetivas 




BORISH; STEINKE, 2010). O mecanismo de ação destas proteínas envolve a ligação a 
dois receptores para TNF distintos, o receptor do tipo 1 (TNF-RI ou p75) e o do tipo 2 
(TNF-RII ou p55). Ambos receptores estão presentes na maioria das células e tecidos e 
promovem a ativação de duas vias distintas de sinalização intracelular para transcrição 
gênica (ABBAS; LICHTMAN, 2005; BRANSCHA; BOSCHERT; KRIPPNER-
HEIDENREICH, 2007; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Tartaglia et al. (1992 e 
1993) relataram que a ligação de TNF ao receptor TNF-RI pode induzir a 
citotoxicidade, atividade antiviral, proliferação de fibroblastos e indução da NF-κB, e que 
a ligação ao receptor TNF-RII pode induzir timócitos e a proliferação de linfócitos T 
citotóxicos. Porém, estas funções não estão completamente esclarecidas (AGGARWAL, 
2003) 
Genericamente, TNF pode ser entendido como uma molécula pró-inflamatória 
com atividade estimulatória na maioria das células e tecidos. Já foram relatados 
diversos efeitos do TNF, incluindo, liberação de mediadores, indução da expressão 
gênica, inibição de crescimento e aumento na proliferação cleular. Este polipeptídeo 
atua como co-estimulador em células natural killer, ativa linfócitos T e B e mostrou-se 
capaz de estimular o recrutamento de neutrófilos e monócitos para as regiões 
imflamatórias, além de ativá-los para erradicar os microorganismos infectantes (ABBAS; 
LICHTMAN, 2005; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). 
O TNF apresenta efeito estimulatório em células endoteliais, e induzindo a 
expressão de moléculas de adesão intracelular, moléculas de adesão vascular e 
selectina, que permitem o recrutamento de granulócitos ao local inflamatório, 
produzindo uma atividade pró-coagulante. Esta proteína também induz a liberação de 
quimiocinas em células endoteliais e macrófagos, o que permite o aumento da 
aderência, quimiotaxia e o recrutamento de leucócitos. Em várias células, TNF 
aumenta a expressão do complexo de histocompatibilidade, induz a expressão de uma 
série de genes que codificam citocinas e aumenta a síntese de colágeno, aspectos 
importantes no remodelamento tecidual. O TNF induz a imunidade antitumoral através 
de efeitos citotóxicos em células cancerosas, desencadear respostas imunes 




LICHTMAN, 2005; BRANSCHA; BOSCHERT; KRIPPNER-HEIDENREICH, 2007; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).  
Por outro lado, a alta produção de TNF pode levar a efeitos sistêmicos, como, 
indução da proteólise em músculos e sua conseqüente perda de tônus, lipólise em 
adipócitos, distúrbios metabólicos, ação no hipotálamo, induzindo a febre devido ao 
aumento da síntese de prostanglandinas. Portanto, altos níveis de TNF podem levar à 
progressão para caquexia, injúria tecidual, choque irreversível e morte (MINTER; 
WESSELS; MOLDAWER, 2001; ABBAS; LICHTMAN, 2005).  
Muitas atividades do TNF são compartilhadas pela IL-1, outra importante 
citocina pró-inflamatória.  
 
 
2.6.2 Interleucina-1 beta (IL-1) 
 
 
A IL-1, como o nome sugere, foi à primeira citocina descrita que apresenta 
diversas atividades biológicas. A família IL-1 é composta por 11 membros (IL-1, IL-1β, 
receptor antagonista IL-1 (IL-1Ra), IL-18, IL-33 e IL-1F5 – IL-1F10) (SIMS; SIMTH; 
2010; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Estas citocinas são principalmente 
sintetizadas por fagócitos mononucleares, mas também foi relata a produção por 
células endoteliais, queratinócitos, células sinoviais, osteoblastos, células da glia entre 
outras (ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010).  
A IL-1 é sintetizada preferencialmente por monócitos e macrófagos, sendo 
produzida como um pró-peptídeo, o qual possui pró-domínios que são clivados por uma 
enzima específica, denominada de caspase-1. Esta enzima está contida dentro de um 
complexo intracelular, chamado de inflamossomo, que cliva a pró-citocina gerando a 
proteína biologicamente ativa (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; KAISER et al., 2004; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010; SIMS; SIMTH; 2010). 
Foram caracterizados dois receptores distintos para a IL-1, o receptor do tipo I 
(IL-1RI) e o receptor do tipo II (IL-1RII), os quais são membros da superfamília das 




porção citoplasmática uma longa cadeia, com três domínios do tipo imunoglobulina, as 
quais participam da transdução de sinal. O receptor do tipo II é expresso em células B, 
monócitos e neutrófilos. Este receptor apresenta um domínio intracelular pequeno, o 
qual não induz resposta para IL-1, porém atua como ―isca‖ que inibe competitivamente 
a ligação ao receptor do tipo I (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; COMMINS; BORISH; 
STEINKE, 2010; SIMS; SIMTH; 2010). 
IL-1 é um mediador pleiotrópico da resposta do hospedeiro à infecção e injúria, 
o qual é capaz de coordenar a atividade de outras citocinas na resposta 
imune/inflamatória. Os efeitos biológicos da IL-1 são semelhantes ao TNF, estimulando 
diversas células como linfócitos T, células B, monócitos, neutrófilos e células 
dendríticas. IL-1 estimula células endoteliais e induz a expressão de moléculas de 
adesão o que permite o aumento da aderência, quimiotaxia e o recrutamento de 
leucócitos para o foco da inflamação. Ela ainda interage com o sistema nervoso central 
e induz a febre, letargia, sono e anorexia. A interação de IL-1 com hepatócitos estimula 
a síntese de peptídeo plasmático de fase aguda, como por exemplo, as proteínas que 
participam do sistema complemento. Em grandes quantidades, contribui para o choque 
séptico e hipotensão. Apesar da grande semelhança com os efeitos do TNF, devido à 
sinalização de proteínas homólogas e ativação dos mesmos fatores de transcrição a IL-
1 não é capaz de induzir a morte apoptótica da célula (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; 
ABBAS; LICHTMAN, 2005; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). 
 
 
2.6.3 Interleucina-6 (IL-6) 
 
 
A IL-6 é outra citocina pleiotrópica que atua na resposta imune inata e na 
adaptativa. A maior fonte deste polipeptídeo é obtida de fagócitos mononucleares, 
entretanto, também é produzido por vários tipos celulares, tais como: fibroblastos, 
queratinócitos, células endoteliais e linfócitos B em resposta a injúria, inflamação, 
infecção, bem como a presença de outras citocinas como IL-1 e TNF. A forma funcional 




globular com quatro -hélices (ABBAS; LICHTMAN, 2005; KISHIMOTO; 2005; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). 
Esta glicoproteína de 26 kDa liga-se a um receptor, o qual é formado por uma 
proteína que possui o sítio de ligação a, que apresenta uma cadeia  de 80 kDa. Esta 
cadeia interage com a cadeia β de 130 kDa (denominada gp130), que é a responsável 
pela transdução do sinal. Ambas as frações pertencem à família dos receptores de 
citocina do tipo I. Existem dois tipos de receptores, os presentes na membrana e aquele 
que circulam no sangue e líquido sinovial (BERCZI; SZENTIVANYI, 2003; MIMA; 
NISHIMOTO, 2006; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). A ativação do receptor para 
IL-6 desencadeia uma cascata de sinalização que inclui a autofosforilação de JAKs 
(―Janus activation kinases‖), que, por sua vez, podem ativar as proteínas STATs 
promovendo a fosforilação de outras quinases ou a migração das STATs para o núcleo 
para que atuem como fator de transcrição nuclear (ARA; DeCLERK, 2010). 
A IL-6 possui diversas funções no sistema imune, tais como: estimulo do 
crescimento, proliferação e diferenciação das células T, influência na diferenciação final 
das células B para produção de anticorpos, indução da diferenciação de monócito a 
macrófago, exerce ação em queratinócitos, células do sistema hematopoiético e 
promove o desenvolvimento de osteoclastos. Esta interleucina possui algumas 
atividades comuns à IL-1 e TNF, como na indução da febre e produção de proteínas da 
fase aguda pelos hepatócitos (ABBAS; LICHTMAN, 2005; MIMA; NISHIMOTO, 2006; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Entretanto, a superprodução desta citocina 
pode levar a desordem imunológica e hematológica, inflamação crônica e aguda, 
destruição de osso e cartilagens e proliferação de células tumorais (MIMA; 
NISHIMOTO, 2006; NISHIMOTO; 2010). 
 
 
2.7 ATIVIDADE BIOLÓGICA DE POLISSACARÍDEOS 
 
 
Alguns polissacarídeos têm sido considerados moléculas farmacologicamente 




BeMILLER,1995). Estas moléculas isoladas de diferentes espécies são descritas como 
imunomoduladores ou modificadores da resposta biológica (BRM) por interagirem na 
resposta imunológica (TZIANABOS, 2000).  
O mecanismo imunomodulatório, antitumoral e bactericida de diferentes 
polissacarídeos envolve principalmente a ativação de macrófagos (SCHEPETKINS; 
QUINN, 2006). Os polissacarídeos podem ativar macrófagos e desencadear nestas 
células diferentes respostas celulares, como mudanças na produção de ânion 
superóxido (O2
-), óxido nítrico (NO), alteração na síntese e liberação de citocinas, 
atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal e alteração da capacidade 
fagocítica (Figura 8) (TZIANABOS, 2000; MORETÃO et al., 2003; 2004; MELLINGER et 
al., 2005; SCHEPETKINS et al., 2008; YANG et al. 2008). 
 
 
FIGURA 8 – RESPOSTAS DOS MACRÓFAGOS TRATADOS COM POLISSACARÍDEOS 
FONTE: Adaptado de SCHEPETKINS; QUINN (2006) 
NOTA: Abreviações: MCP-1, proteína quimiotática de monócitos-1; GM-CSF, fator estimulante de colônia 






Muitos estudos foram realizados com as glucanas (13) tanto na forma 
particulada como solúvel. Estes polímeros, isolados de parede celular de 
microorganismos, plantas e diversos fungos, possuem uma cadeia principal de 
unidades de D-glucose ligadas (13), com ramificações de unidades D-glucose 
ligadas  (16) (BOHN; BeMILLER, 1995; KRAUS; FRANZ, 1991). Diferentes 
respostas biológicas foram determinadas para estes polissacarídeos, tais como: 
atividade antitumoral, ativação do sistema de coagulação e ativação de macrófagos 
(SAITÔ et al., 1991, ADACHI et al., 1993; OHYA et al., 1994; BOHN; BeMILLER, 1995;  
TZIANABOS, 2000) 
Foi observado que macrófagos peritoneais de camundongos possuem 
receptores para -glucana, podendo assim reconhecer e fagocitar este polissacarídeo, 
levando a ativação destas células, com produção e secreção de IL-1, IL-6, TNF, O2
-, 
H2O2, NO
 e aumentada capacidade fagocítica (ABEL; CZOP, 1992; SAKURAI et al., 
1992; ADACHI et al., 1993; OKASAKI et al., 1996; AKRAMIENE et al., 2007). Beyon et 
al. (2009) estudaram os efeitos da -glucana isolada do cogumelo Tricholoma 
matsuatake em macrófagos, monócitos e linfócitos esplênicos e observaram que este 
polissacarídeo ativou macrófagos RAW 264.7, devido ao aumento na produção de NO, 
TNF-α, e da atividade fagocítica. 
A -glucana, isolada do líquen Ramalina celastri, cuja estrutura principal é 
constituída por ligações (13), (14) alternadas, na proporção 3:1, apresentou efeitos 
citotóxicos e alterações morfológicas em células HeLa (CARNEIRO-LEÃO, et al., 1997). 
Quando injetado intraperitonealmente, este polissacarídeo foi capaz de elicitar e ativar 
macrófagos, promovendo o aumento da produção de peróxido de hidrogênio e da 
capacidade fagocítica em macrófagos peritoneais de camundongos (STUELP-
CAMPELO et al., 2002). 
A manana extraída de Saccharomyces cerevisae e a galactomanana isolada do 
líquen Ramalina celastri, assim como seus complexos com íon vanadilo mostraram 
efeitos sobre macrófagos peritoneais de camundongos. Estes polímeros, além de não 
ativarem a produção de O2
- em macrófagos in vitro, diminuíram sua produção quando 




de NO em 55% e 40%, respectivamente, quando comparada com o grupo controle 
(NOLETO et al., 2002; 2004). Outro aspecto relevante refere-se ao efeito leishmanicida 
desse polissacarídeo in vitro exercido contra a forma amastigota de Leishmania 
amazonensis. Porém, somente a galactomanana complexada promoveu inibição do 
crescimento da forma promastigota Leishmania amazonensis (NOLETO et al., 2002). 
Estudos com outros polissacarídeos de origem vegetal demonstraram que estes 
são capazes de atuar como modificadores da resposta biológica (BRM) (NOLETO et al., 
2002; 2004; MORETÃO et al., 2003; MELLINGER et al., 2005; YANG et al. 2008; 
ROSÁRIO et al. 2008; WANG et. al, 2010). Isto foi observado com uma -(14)-
manana acetilada (acemanana) extraída da Aloe vera (babosa) cuja ativação dos 
macrófagos foi evidenciada pelo aumento na produção de NO (RAMAMOORTHY et al., 
1996). Leung et al. (2004), estudaram o efeito imunomodulador de frações isoladas 
desta mesma espécie, e constataram que, além da produção de NO, houve o aumento 
da produção de citocinas por células do sistema imune. Uma manana acetilada de Aloe 
saponaria (babosa), outra espécie pertencente ao mesmo gênero foi capaz de inibir a 
ativação e proliferação de células tumorais (SAMPEDRO et al., 2004). 
Arabinogalactanas isoladas de diferentes fontes também mostraram ser 
capazes de ativar macrófagos em diferentes vias. Moretão et al. (2003; 2004) 
mostraram que este polissacarídeo (ARAGAL) isolado da goma da Anadenanthera 
colubrina (angico branco), uma árvore leguminosa nativa do Brasil, ativou macrófagos 
tanto in vitro como in vivo. Os autores observaram um aumento da capacidade 
fagocítica, atividade elicitora de células para a cavidade peritoneal, produção de TNF-, 
produção de O2
- e atividade antitumoral contra células do Sarcoma 180. 
Outra arabinogalactana isolada da planta Phyllanthus niruri (quebra-pedra) 
induziu o burst respiratório, acarretando em uma alta produção de O2
-. Por outro lado, 
este polissacarídeo não alterou a produção de NO (MELLINGER et al., 2005). Estudos 
posteriores utilizando o mesmo polissacarídeo após tratamento com HCl, para 
mimetizar a ação gástrica demonstraram um menor aumento na produção de O2
-, 
quando comparado com o polímero nativo (MELLINGER et al., 2008). 
A fração polissacarídica obtida a partir do chá de Gynostemma Pentaphyllum 




heteropolissacarídeo constituído por glucose, galactose, arabinose, ramnose, ácido 
galacturônico, xilose, manose e ácido glucurônico. Este heteropolímero ativou 
macrófagos provenientes da cavidade peritoneal quanto à produção de NO, ROS e 
TNF, além de se mostrar capaz de inibir a proliferação de carcinomas (YANG et al. 
2008) 
Xie et al. (2008) isolaram cinco frações das folhas de Artemisia tripartita, a qual 
é utilizada popularmente no tratamento de doenças como asma, artrite reumatóide e 
hepatite. Neste estudo foi observado que as frações resultantes da purificação do 
extrato aquoso eram constituídas principalmente de xilose, glucose, arabinose, 
galactose e galactosamina em proporções variadas. Todas as amostras induziram a 
ativação de macrófagos em diferentes intensidades, através da produção de O2
-, NO, 
IL-6 e IL-12, bem como TNF.  
Um polissacarídeo ácido extraído do Panax ginseng, o qual apresenta em sua 
composição glucose, arabinose e ácido urônico, apresentou atividade citotóxica em três 
linhagens de células tumorais. Este efeito foi mediado pela ativação dos macrófagos, os 
quais aumentaram a produção de NO, IL-1, IL-6 e TNF-α, assim como, a atividade 
fagocítica (WANG et al, 2010). 
Frações provenientes do extrato aquoso do cacto Opuntia poliacantha, 
constituídas por galactose, ácido galacturônico, xilose, arabinose e ramnose, foram 
capazes de ativar macrófagos humanos e murinos. Esta resposta foi evidenciada 
através do aumento da produção de ROS, liberação de NO, IL-6 e TNF-α 
(SCHEPETKINS et al., 2008). 
A xiloglucana isolada de sementes de T. indica, promoveu o aumento da 
capacidade fagocítica em monócitos humanos e ativou o burst respiratório (PAULY; 
FREIS; PAULY, 1999). SREELEKHA et al. (1993) caracterizaram a atividade 
imunomoduladora deste polissacarídeo devido ao estímulo da capacidade fagocítica 
por neutrófilos, inibição da migração de leucócitos e inibição da proliferação celular. 
Xiloglucanas de tamarindo modificadas, apresentando diferentes graus de sulfatação, 
exibiram atividade antiviral contra o vírus da rubéola (MASTROMARINO et al., 1997). 
Recentemente, Silveira (2010) testou os efeitos da xiloglucana, proveniente de 




linhagem RAW 264.7 e observou que este polissacarídeo estimulou a fagocitose em até 
106% quando comparado ao grupo controle. 
Rosário et al. (2008) avaliaram os efeitos das xiloglucanas de reserva 
provenientes de sementes de H. courbaril, C. langsdorffii e M. sloanei e observaram que 
estes polímeros estimularam a atividade elicitora de macrófagos para cavidade 
peritoneal, além de promover o aumento da produção de NO.  
 
 
2.8 ESPÉCIES VEGETAIS UTILIZADAS PARA OBTENÇÃO DE XILOGLUCANAS 
 
 
2.8.1 Copaifera langsdorffii 
 
 
De acordo com Cronquist (1988), a espécie C. langsdorffii pertence à divisão 
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, família Caesalpiniaceae e 
gênero Copaifera. Esta espécie é conhecida popularmente como: copaíba, copaíba-
vermelha, oleiro, copaíba-da-varzea, copaúba, cupiúva, óleo-vermelho, pau-de-óleo e 
podoi. É uma espécie encontrada em Minas Gerais, Goiás, Mato Grosso do Sul, São 
Paulo e Paraná, principalmente na floresta latifoliada da bacia do Paraná. É uma árvore 
com aproximadamente 10 a 15 metros de altura, possui uma copa globosa densa com 
folhas compostas, sendo os seus folíolos alternados ou opostos. As flores são brancas, 
pequenas, hermafroditas, reunidas em panículas terminais. Os frutos são do tipo 
folículo com uma semente preta envolvida por um arilo de cor laranja (Figura 9). Este 
conjunto de características morfológicas do fruto indica uma planta dispersa por 
animais, principalmente aves. Sua madeira é empregada na construção civil, para 
confecções de artigos esportivos e em ferramentas (LORENZI, 1992; PEDRONI; 
SANCHEZ; SANTOS, 2002). 
A seiva extraída mediante aplicação de furos no tronco até atingir o cerne 
fornece o bálsamo ou óleo de C. langsdorffii, um líquido transparente que possui 
diversas aplicações na área farmacêutica (LORENZI, 1992). O oléo obtido das 






  A                                         B 
 
FIGURA 9 – (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DE C. langsdorffii (COPAÍBA) 
FONTE: LORENZI, H.;  1992. 
 
 
2.8.2 Hymenaea courbaril 
 
 
Segundo a classificação proposta por Cronquist (1988) a espécie H. courbaril 
pertence à divisão Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, família 
Caesalpiniaceae e gênero Hymenaea. Esta espécie é conhecida popularmente como: 
jatobá, jataí, jataí-amarelo, jataí-peba, jataí-vermelho, jitaí, farinheira, jataíba, burandã, 
imbiúva, jatobá-miúdo e jatobá-da-catinga. É uma espécie nativa do Piauí até o norte do 
Paraná na floresta semidecídua, tanto em solos de alta como média fertilidade. A altura 
da árvore varia de 15 a 20 metros, com tronco de até 1 metro de diâmetro. Sua madeira 
é empregada na construção civil, para confecções de utensílios esportivos e de 
ferramentas (LORENZI, 1992). 
As folhas de coloração verde escura são compostas de dois folíolos brilhantes, 
de 6-14 cm de comprimento. As flores são pequenas, com pétalas brancas, pouco 
maiores do que o cálice. Seu fruto é uma vagem marrom avermelhada, medindo de 8 a 




consistência rígida, de forma arredondada e outras vezes achatada, contendo no seu 
interior de 3 a 6 sementes, as quais são envoltas por uma substância farinácea, 
compacta e comestível (Figura 10) (LORENZI, 1992; RIZZINI, 1978; CARVALHO, 
1994). 
 
          A                                              B 
 
FIGURA 10 – (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DE H. courbaril (JATOBÁ) 
FONTE: LORENZI, H., 1992. 
 
 
2.8.3 Tamarindus indica 
 
 
Segundo a classificação proposta por Cronquist (1988) a espécie T. indica 
pertence à divisão Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Fabales, família 
Caesalpiniaceae e gênero Tamarindus. 
Também conhecido como tamarineiro, ou somente por tamarindo, é uma 
espécie natural das savanas mais secas da África e da Ásia. A partir da Índia foi levado 
para todas as terras de domínio lusitano, inclusive para o Brasil. A espécie renova suas 
folhas na primavera; floresce no verão, forma seus frutos no inverno que amadurecem 
na entrada da primavera. A árvore de T. indica apresenta uma copa densa e volumosa, 
altura que ultrapassa 40m e a madeira de boa qualidade utilizada na marcenaria. 




número, flores em racemos terminais, branco amarelada, manchadas de vermelho. O 
fruto é uma vagem oblonga ou linear levemente curva apresentado 5 a 10 cm de 
comprimento, a casca de coloração pardo-escura, lenhosa e quebradiça, contendo 3 a 
8 sementes envolvidas por uma polpa parda e ácida. As sementes são também 
achatadas, obovado-orbiculares, em número de 1 a 12 por legume e estão envolvidas 
por uma membrana (Figura 11) (DONADIO et al., 1988; PEIXOTO, 2006). 
A polpa é utilizada na forma de refresco, sorvetes e doces. Popularmente, o 
tamarindo é utilizado terapeuticamente por apresentar ação laxativa, suas folhas são 
utilizadas como vermífugo e a infusão das flores são indicadas para doenças hepáticas 
(GONSALVES, 2002).   
O pó das sementes de T. indica é a única fonte utilizada comercialmente para 
obtenção de xiloglucanas, as quais encontram diversas aplicações industriais conforme 
abordado no item 2.2.2. (GONSALVES, 2002; KUMAR; BHATTACHARYA, 2008). 
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FIGURA 11 – (A) FRUTOS E (B) SEMENTES DA ESPÉCIE T. indica (tamarindo) 
FONTE: As imagens foram retiradas dos sites abaixo, os quais foram acessados no dia 22 de junho de 
2010 









FIGURA 12 – ESTRATÉGIA ADOTADA PARA REALIZAÇÃO DO PRESENTE TRABALHO 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: (*) Neste trabalho, a produção de O2
- e NO foi avaliada para as frações XGT, XGCd, XGJd e 





4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 OBTENÇÃO DAS SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica, E DAS 
FOLHAS C. langsdorffii 
 
 
As sementes de H. courbaril, C. langsdorffii e T. indica foram adquiridas do 
IPEF (Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais - Piracicaba/SP). A mesma 








Sementes de C. langsdorffii (copaíba), H. courbaril (jatobá) e T. indica 
(tamarindo) foram submetidas à fervura por 30, 90 e 40 min, respectivamente. O tempo 
de fervura dependeu do inchaço das sementes. Após este processo, as sementes 
permaneceram por 12 h na água de fervura, a 4ºC. Após esse tempo, os cotilédones 
foram separados manualmente do tegumento. Os cotilédones secos foram moídos no 
moinho WILLYE TE-650 utilizando peneira de 40 mesh, deslipidificados com tolueno-
etanol (2:1), por aproximadamente 36 h, em aparelho extrator de Soxhlet e submetidos 
à extração com metanol-água (4:1) por 30 min em refluxo para inativação enzimática. O 
resíduo foi seco a temperatura ambiente, pesado e utilizado para posteriores extrações. 
 
 
4.3 OBTENÇÃO DAS XILOGLUCANAS DE RESERVA 
 
 
 O material foi seco e submetido a extração aquosas a temperatura ambiente, 




equipamento SORVALL T6000D a 8000 rpm por 20 min, separando-se o extrato do 
resíduo. O polissacarídeo foi então precipitado utilizando dois volumes de etanol 
comercial. O material precipitado foi lavado 2 vezes com etanol absoluto e então seco 
em estufa a vácuo. Posteriormente, o material foi ressuspendido em água destilada e 
liofilizado.  Para a obtenção das xiloglucanas modificadas e para os experimentos de 
atividade biológica foi utilizada a fração obtida na primeira extração aquosa de cada 
espécie, a qual foi de denominada pela sigla XG (xiloglucana) além da letra inicial do 
nome comum da espécie da qual foi isolada, portanto para xiloglucanas obtidas das 
sementes de H. courbaril (jatobá), C. langsdorffii (copaíba) e T. indica (tamarindo), 
foram atribuídas às siglas XGJ, XGC e XGT, respectivamente. 
 
 
4.4 OBTENÇÃO DAS XILOGLUCANAS MODIFICADAS 
 
 
Os polissacarídeos XGJ, XGC e XGT foram submetidos a um processo de 
desgalactosilação segundo protocolo modificado por Busato et al., (2009). As soluções 
aquosas das xiloglucanas a 1% (p/v), previamente esterilizadas em capela de fluxo 
laminar por radiação de UV por 30 min, foram tratadas com a enzima -D-galactosidase 
MEGAZYME (A. niger) na concentração final de 8 U/mL. A hidrólise enzimática foi 
realizada em agitador orbital, a 50 C, 100 rpm, pH 6,8, durante 24 h. Para a inativação 
enzimática, os polissacarídeos foram mantidos em banho a 97 C, durante 20 min. A 
seguir, XGJ, XGC e XGT foram precipitados com 2 volumes de etanol, mantidos por 
aproximadamente 15 h na geladeira, centrifugados e secos em estufa à vácuo. Foram 
obtidos os polissacarídeos modificados, XGJd, XGCd e XGTd, onde o ―d‖ refere-se ao 












As folhas foram selecionadas, lavadas manualmente com solução de hipoclorito 
de sódio 1% e posteriormente com água corrente. Após secagem em estufa, o material 
foi moído (400 g) e despigmentado com etanol absoluto, seguido de extração em 
aparelho Soxhlet com acetona comercial, até total remoção do pigmento e então 
deslipidificação com tolueno: etanol (2:1).  
Posteriormente o material foi deslignificado (50 g) utilizando solução contendo 
ácido acético glacial e clorito de sódio 40%, a 70◦C, por 6 h, sob pressão reduzida. Este 
processo foi repetido até a deslignificação de todo material (400 g) (WISE et al., 1946; 
GREEN, 1963).  
As folhas deslignificadas e secas foram submetidas a uma extração aquosa, a 
60◦C, por 8 h, originando a fração FC1, seguida por três extrações seqüenciais com 
KOH 1M e então três extrações sequenciais com KOH 4M. O extrato aquoso foi 
precipitado com três volumes de etanol comercial e o precipitado separado por 
centrifugação foi lavado sucessivamente com etanol absoluto e seco em estufa a 
vácuo.  
Todas as extrações alcalinas foram feitas a temperatura ambiente, por 8 h, na 
presença de borohidreto de sódio. Os extratos alcalinos foram tratados com solução de 
ácido acético 50% (v/v) até pH 5,0, o que resultou na precipitação das frações 
denominadas hemicelulose A (HA), as quais foram separadas por centrifugação, 
lavadas sucessivamente com etanol absoluto e secas em estufa a vácuo. Para a 
identificação da fração utilizou-se o número correspondente a ordem da extração após 
a sigla HA, gerando as frações HA1, HA2, HA3, HA4, HA5 e HA6. Após precipitação da 
hemicelulose A, os sobrenadantes foram dialisados por 72 h, contra água corrente, 
concentrados em evaporador rotatório em temperatura inferior a 50ºC, e então, tratados 
com 3 volumes de etanol comercial, para precipitação das frações denominadas 
hemicelulose B, que foram separadas por centrifugação, lavadas sucessivamente com 
etanol absoluto e secas em estufa a vácuo. O mesmo padrão de nomenclatura acima 








FIGURA 13 – FLUXOGRAMA DE EXTRAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS PROVENIENTES DAS FOLHAS 
DE C. langsdorffii (item 4.5) 
FONTE: O autor (2010) 
 
Diferente do observado para as outras hemiceluloses B, a primeira fração 
obtida com KOH 4M, apresentava em sua solução, material em suspensão, proveniente 




centrífuga de eppendorf, e o sobrenadante obtido foi dialisado em água corrente, 
seguido de diálise fechada com água MilliQ. A fração retida na membrana de diálise foi 
filtrada em membrana de 0,45 μm. Após a redução de volume, o material foi precipitado 
com três volumes de etanol a 4◦C e mantido por 15 h sob resfriamento (4ºC). O 
precipitado foi centrifugado e lavado com gradiente de etanol (70, 80 e 90 %). A fração 
HB4 foi ressuspendida em água destilada, dialisada e liofilizada. 
 
 
4.6 CROMATOGRAFIA DE TROCA-IÔNICA 
 
 
A fração HB4 (1 g) foi solubilizado em 200 mL de tampão fosfato 0,5M, pH 7,3 e 
submetida à cromatografia em coluna de troca-iônica. A coluna de vidro (22 cm x 5,5 
cm d.i.) contendo DEAE-SEPHACEL (Pharmacia Biotech) foi eluida com 
aproximadamente 2 L de tampão fosfato (0,5M e pH 7,3), utilizando fluxo de 
aproximadamente 1 mL/min, confomorme mostrado na Figura 14 (página 62). A fração 
obtida foi dialisada (contra água corrente e posteriormente água MilliQ), o volume foi 
reduzido e o material foi liofilizado, originando a fração FCHB4DS. Após a eluição da 
solução tampão, o gel foi eluído com solução de NaCl 4M (FCHB4NaCl), a fração 
removida foi dialisada e liofilizada.  
Após a recuperação do gel de troca iônica (segundo protocolo do fabricante), a 
fração FCHB4DS foi recromatografada com solução tampão fosfato, seguindo o mesmo 
protocolo acima descrito, obtendo-se a fração FCHB4DS2. O fracionamento do material 
foi monitorado pelo método de fenol – ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). 
 
 
4.7 PRECIPITAÇÃO COM SOLUÇÃO DE FEHLING 
 
 
A fração FCHB4DS foi tratada com solução de Fehling (JONES; STOODLEY, 
1965). Esta solução é formada por duas soluções A e B (1:1 v/v). A solução A é 




água destilada suficiente para completar o volume de 500 mL. A solução B é composta 
por 55,7 g de sulfato de sódio pentaidratado e quantidade de água destilada suficiente 
para completar o volume de 500 mL. 
Adicionou-se à fração FCHB4DS solubilizada em água o mesmo volume da 
solução de Fehling (A+B) e após vigorosa agitação o material foi mantido sob 
refrigeração por 12 h. Após este período, o precipitado formado foi separado por 
centrifugação (9000 rpm, 15 min a 25ºC). O sobrenadante foi neutralizado com ácido 
acético e dialisado contra água corrente por 72 h. O precipitado formado foi 
ressuspenso em água destilada, deionizado por resina Dowex na forma catiônica, 
concentrado em evaporador rotatório e então liofilizado, obtendo-se a fração PFHB4.  
 
 
FIGURA 14 – ESQUEMA DOS PROCESSOS DE PURIFICAÇÃO ADOTADOS PARA OBTENÇÃO DA 
XILOGLUCANA ESTRUTURA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii. 
FONTE: O autor (2010). 






4.8 DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE ARABINOGALACTANA-PROTEÍNAS  
 
 
Para detecção e quantificação de arabinogalactana-proteína a fração 
FCHB4NaCl foi solubilizada em uma solução de NaCl a 0,25 M ( 5 a 100 mg/mL) para 
difusão radial em gel de agarose Tipo C a 1% (Calbiochem) contendo 0,02 mg/mL do 
reagente -glucosyl Yariv, por 24 h em temperatura ambiente. O reagente -glucosyl 
Yariv foi sintetizado como descrito por Yariv, Rapport e Graf (1962). Goma arábica 
(Sigma Chem.Co., St. Louis, USA) foi usada como padrão a 0,25; 0,5; 1; 2 e 3 µg. A 
presença de arabinogalactana-proteína (AGP) foi avaliada devido a difusão da amostra 
no gel e formação de um halo de coloração castanho-avermelhada, característico da 
formação do complexo AGP-Yariv. O diâmetro interno (d.i) do halo foi medido com a 
utilização de paquímetro e, a partir da curva padrão foi calculado a porcentagem de 
AGP na amostra. 
 
 
4.9 DOSAGENS COLORIMÉTRICAS 
 
 
As dosagens de açúcar total foram realizadas pelo método de fenol - ácido 
sulfúrico (DUBOIS et al., 1956), utilizando padrão de glucose em concentrações de 20-
100 µg/mL. As amostras foram solubilizadas a 50 µg/mL, posteriormente foi adicionado 
500 µL de solução de fenol a 5% e 2,4 mL de ácido sulfúrico Merck®. Após o 
resfriamento a temperatura ambiente, foram realizadas as leituras de absorbância em 
490 nm. As dosagens de proteína foram realizadas pelo método de Hartree (1972), que 
consiste na adição de 0,9 mL do reagente A (2 g de tartarato duplo de sódio e potássio 
e 100 g de Na2CO3 em 500 mL de NaOH 1M dissolvidos em 1000 mL de água destilada 
q.s.p.) em 1 mL de amostra. A solução permaneceu em ―banho-maria‖ a 50 °C durante 
10 min, e então foi resfriada até temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 
0,1 mL do reagente B (2 g de tartarato duplo de sódio e potássio e 1 g de CuSO4.5H2O 




1M), após agitação em vortex, a solução permaneceu em repouso por 10 min à 
temperatura ambiente. Adicionou 3 mL do reagente C (1 mL de reagente de Folin 
Ciocalteau 2 N diluído em 15 mL de água destilada), seguido de aquecimento em 
banho-maria a 50 °C durante 10 min. Após o resfriamento até temperatura ambiente, a 
absorbância foi lida em 650 nm. Utilizou-se como padrão albumina bovina nas 
concentrações de 20-100 µg/mL. 
A quantificação de ácidos urônicos foi determinada pelo método de Filisetti-
Cozzi e Carpita, (1991), sendo as leituras de absorbância efetuadas em 520 nm, 
utilizando como padrão ácido glucurônico, em concentrações de 20-100 µg/mL. Em 400 
μL de amostra foram adicionados 40 μL de solução de ácido sulfâmico-sulfamato de 
potássio 4 M (pH 1,6). A mistura foi aquecida em banho fervente por 20 min. Após 
resfriamento em gelo, 80 μL de m-hidroxibifenil (0,15% p/v em NaOH 0,5% p/v) foram 
adicionados e a coloração tornou-se aparente após 5-10 min, sendo estável até 1 h 
após sua formação. 
 
 
4.10 DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA 
 
 
4.10.1 Hidrólises ácidas totais 
 
 
As hidrólises ácidas foram realizadas por dois métodos: 
 TFA 1 M, durante 5 h a 100 ºC. Ao término da hidrólise o excesso de ácido foi 
removido por evaporação (ADAMS, 1965; BIERMANN, 1989). 
 H2SO4 72% (p/p), durante 1 h, em banho de gelo, seguido de diluição para 8%, a 
100 ºC por aproximadamente 6 h. Ao final da hidrólise o ácido foi neutralizado 








4.10.2 Redução e acetilação dos produtos resultantes do processo de hidrólise 
 
Os monossacarídeos resultantes das hidrólises foram reduzidos com boroidreto 
de sódio (NaBH4), por aproximadamente 12 h, em meio aquoso, a 25 ºC (WOLFROM; 
THOMPSON, 1963 a). Após a redução, o material foi tratado com resina catiônica 
(forma H+) para a remoção do cátion sódio (Na+) e decomposição do excesso do agente 
redutor.  Em seguida, o material foi filtrado e evaporado até a secura. Foram realizadas 
três lavagens sucessivas com aproximadamente 2 mL metanol para a remoção do 
ácido bórico remanescente por co-destilação com metanol, na forma de borato de 
trimetila. Após completa secura, os alditóis foram acetilados com anidrido acético e 
piridina na proporção 1:1 v/v, durante 12 h a temperatura ambiente (25 ºC) 
(WOLFROM; THOMPSON, 1963 b). Este processo foi interrompido com a adição de 
gelo picado e os acetatos de alditóis foram extraídos com clorofórmio. A piridina 
residual na fase clorofórmica foi eliminada com sucessivas lavagens com sulfato de 
cobre 5% e água de forma intercalada. A fase clorofórmica foi lavada diversas vezes 
com água destilada, evaporada a 25ºC para posterior análise por cromatografia líquido-
gasosa (GLC) ou por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GLC-
MS) (SLONEKER, 1972). 
 
 
4.11 CROMATOGRAFIA LÍQUIDO-GASOSA (GLC) E CROMATOGRAFIA LÍQUIDO-
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (GLC-MS) 
 
 
Para as análises de GLC foi utilizado um cromatógrafo TRACE GC ULTRA 
(Thermo), com detector de ionização de chama (FID) a 300 °C e injetor a 250 °C, 
utilizando hélio como gás de arraste, em coluna capilar de sílica fundida (30 m X 0,25 
mm d.i.) DB-225, marca J.W. As análises cromatográficas para acetatos de alditóis 
foram realizadas a 220 °C. 
As análises por GLC-MS foram realizadas em cromatógrafo gasoso, modelo 
VARIAN 3800 equipado com coluna capilar de sílica fundida DB-225MS (Durabond) (30 




2000R. As injeções nas colunas foram feitas partindo-se de 50ºC (mantida por 1 min), 
seguindo-se um aumento gradual de 40ºC/min até 220ºC, sendo mantida 
isotermicamente até o final da análise. Foi utilizado hélio ultra puro como gás de arraste 
a um fluxo de 1 mL/min 
 
 
4.12 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO ESTÉRICA DE ALTA 
PRESSÃO (HPSEC) ACOPLADA A DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE 




As amostras foram solubilizadas em água MilliQ ou solução de NaNO2 0,1 M 
contendo 200 ppm de NaN3 para obter como concentração polissacarídica final 1 
mg/mL e então filtradas através de membranas de acetato de celulose de 0,2m.  As 
análises foram efetuadas em um cromatógrafo de exclusão estérica de alta pressão 
(HPSEC), equipado com um detector de índice de refração (RI) diferencial WATERS 
modelo 2410, detector de ultravioleta Pharmacia LKB, Unicord, modelo VW 2251 (UV) e 
detector de espalhamento de luz laser em multiângulos (MALLS) WYATT 
TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais.  Foram utilizadas quatro colunas 
de gel permeação WATERS em série, com limites de exclusão de 7 x 106, 4 x 105, 8 x 
104 e 5 x 103. O eluente utilizado foi uma solução de NaNO2 0,1 M contendo NaN3 200 
ppm, com fluxo de 0,6 mL/min. 
A taxa de variação do índice de refração com a concentração (dn/dc) foi 
determinada para as amostras homogêneas, sendo que para cada amostra foram 
utilizadas 5 concentrações. Para isto, foi preparada uma solução na concentração 1 
mg/mL em NaNO2 0,1 M contendo NaN3 (200 ppm), filtrada em membrana de 0,2 µm, 








4.13 ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN) 
 
 
As análises de ressonância magnética nuclear 13C foram realizadas em 
espectrômetro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, em tubos de 5 mm 
de diâmetro, em temperatura de 70ºC. Os deslocamentos químicos, expressos em  
(ppm), foram determinados utilizando acetona como padrão interno para as análises de 








4.14.1 Solução das xiloglucanas estudadas 
 
 
Para os testes de atividade biológica, as frações das xiloglucanas de reserva, 
isoladas dos cotilédones das sementes de H. courbaril (XGJ), C. langsdorffii (XGC), T. 
indica (XGT) e as xiloglucanas modificadas, XGJd, XGCd e XGTd, foram solubilizadas 
em solução de PBS pH 7,4 na concentração de 10 mg/mL. As soluções foram 
esterilizadas em autoclave (Fanen) a 120ºC, durante 30 min e posteriormente foram 
diluídas em meio de cultura ou solução salina balanceada de Hanks (HBSS) estéril nas 
concentrações adequadas para cada experimento. 
 
 
4.14.2 Solução salina tamponada (PBS) 
 
 
A solução salina tamponada (PBS) em pH 7,4 foi preparada como solução 




e NaCl 680 mM. Esta solução concentrada foi esterilizada em autoclave (Fanen) a 




4.14.3 Solução salina balanceada de Hanks (HBSS) 
 
 
A solução salina balanceada de Hanks (HBSS) (HANKS; WALLACE, 1949) foi 
preparada através da mistura de duas soluções A e B, as quais foram preparadas na 
forma de soluções estoque 20 vezes concentradas. A solução A era constituída por 
NaCl 2,737 mM, KCl 104 mM, CaCl2 19,7 mM e MgSO47H2O 16,2 mM e a solução B 
apresentava como constituintes Na2HPO4 8,4 mM, KH2PO4 8,7 mM, glucose 100 mM. 
As duas soluções foram misturadas e diluídas em água bidestilada ou água MilliQ e seu 
pH ajustado para 7,4. A solução resultante foi esterilizada por filtração em membrana 
estéril com poros de 0,22µm em câmara de fluxo laminar (VECO). 
 
 
4.14.4 Meio de cultura 
 
 
O meio mínimo essencial (MEM) (EAGLE, 1959) foi reconstituído em água 
MilliQ e esterilizado por filtração sob pressão com membrana de acetato de celulose 
estéril com poro de 0,22µm. Este meio foi suplementado com HEPES 10 mM estéril, 5% 
de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 50 µg/mL 
de gentamicina e seu pH foi ajustado para 7,4 com solução estéril de bicarbonato de 








4.15 OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS 
 
 
Os macrófagos peritoneais foram obtidos de camundongos albinos Swiss 
fêmeas (Mus musculus) com aproximadamente 30 g e dois meses de idade. Estes 
animais foram mantidos no biotério do Setor de Ciências Biológicas da UFPR, sendo 
mantidos em ciclos de 12 h de luz e 12 h de escuro, alimentados com ração apropriada 
e água a vontade. Os animais foram utilizados com a autorização do Comitê de Ética 
em Experimentação Animal (CEEA) do Setor de Ciências Biológicas, segundo protocolo 
número 329 do processo 23075.039393/2008-39 (em anexo). 
Para a obtenção dos macrófagos, os camundongos foram eutanasiados com 
éter etílico em câmara de vidro. Após assepsia com álcool iodado e exposição do 
peritônio, 10 mL de PBS resfriado foi injetado na cavidade peritoneal com auxilio de 
seringa e agulha estéreis. Após massagem vigorosa da região abdominal, as células do 
exsudato peritoneal foram aspiradas e transferidas para um tubo plástico estéril, sendo 
mantidas em banho de gelo. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2000 rpm 
por 10 min a 4ºC em centrífuga HITACHI CR21E. O sobrenadante foi desprezado, o 
―pellet‖ foi ressuspenso em meio MEM e as células foram contadas em câmara de 
Neubauer. Posteriormente as células foram plaqueadas em placa de cultura estéril em 
densidades variadas, de acordo com cada condição experimental, e deixadas para 
aderir durante 1 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 
Em seguida, a monocamada de células aderentes foi lavada 2 vezes com PBS 
a 37ºC. Por este procedimento acima 90% do total de células aderidas são macrófagos, 
não havendo necessidade de purificação (ADAMS, 1979; HAWORTH; GORDON, 
1998).  Após esta etapa, as condições dos experimentos variaram de forma adequada 
para cada situação experimental. As monocamadas de células foram rotineiramente 








4.16 DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR  
 
 
Para determinação da viabilidade celular utilizou o método descrito por Reilly et 
al. (1998), onde o MTT (brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio) 
avalia o estado funcional da cadeia respiratória. As células metabolicamente ativas 
reduzem o sal de tetrazólio formando cristais de formazan solúveis em DMSO com uma 
coloração roxa característica. 
Para esta avaliação, forma incubados 5 x 105 macrófagos/poço aderidos em 
placas de 96 poços, foram incubados com meio MEM contendo os polissacarídeos nas 
concentrações de 10, 25, 50 e 100 µg/mL e incubados por 2 e 48 h. Em seguida, 
removeu-se o meio e adicionou-se 180 L de HBSS com 20 L de solução de MTT em 
HBSS (5 mg/mL), obtendo uma concentração final em MTT de 500 g/mL. A placa foi 
incubada por mais 3 h a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2. Ao término da incubação o 
excesso de MTT foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO. A 
absorbância das amostras foi medida em leitor de microplacas TECAN INFINITE M200, 
utilizando comprimento de onda de 550 nm, sendo o branco o DMSO. Os resultados 
foram expressos estipulando como viabilidade de 100% os macrófagos incubados 
somente com meio MEM, e a partir disso, foi determinado proporcionalmente à 








Para avaliar a produção de O2
- pelos macrófagos foi utilizado um protocolo 
baseado no descrito por Sasada et al., 1983. Neste procedimento, a presença de O2
- 
foi medida através da redução extracelular do citocromo c. Para a dosagem de O2
-, 5 x 
105 macrófagos/poço aderidos em placas de 96 poços foram incubados com o meio de 




concentrações finais de 25, 50, 100 µg/mL. Como controle positivo, os macrófagos 
foram incubados na presença de PMA (1µg/mL).  
Após 2 h de incubação a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2, o meio de reação 
foi transferido cuidadosamente para outra placa de 96 poços e a absorbância foi 
medida a 550 nm, em leitor de microplacas, utilizando como branco HBSS + citocromo 
c. As concentrações de O2
-, correspondente à concentração de citocromo c reduzido, 
foram determinadas utilizando o coeficiente de extinção molar (C oxid.red. = 2,1 x 10
4 M 
-1cm-1) : C = A/ (JOHNSTON et al., 1978) e os resultados foram expressos como a 
produção de ânion superóxido em µmol/ 5 x 105 células. 
 
 
4.18 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO)  
 
 
Como o NO possui um tempo de meia vida muito curto, a determinação da 
produção deste radical por macrófagos pode ser mensurada pela formação do nitrito 
(NO2
-), um produto de degradação estável. Neste estudo, a dosagem de nitrito foi 
realizada pelo método de Griess, no qual o princípio da reação é baseado na formação 
de um azo composto, conforme esquematizado na Figura 15. Neste método, o nitrito 
primeiramente reage com a sulfanilamida em meio ácido para formar um composto 
intermediário, o sal de diazônio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina 
(NED) formando um composto azo estável de coloração púrpura, cuja absorbância 
pode ser determinada em comprimento de onda de 550 nm (GREEN et al., 1982; SUN 






FIGURA 15 – REAÇÃO DE DOSAGEM DE NITRITO COM O REAGENTE DE GRIESS 
FONTE: PROMEGA. Tecnical Bulletin Griess Reagent System – instruction for use of product G2930. 
Disponível em: www.promega.com/tbs Acesso em: 05 abril 2010 
Abreviação: NED: N-naftil-etilenodiamina 
 
Para a dosagem de nitrito o reagente de Griess foi preparado pela mistura de 
duas soluções na proporção 1:1, imediatamente antes do uso. A primeira solução era 
constituída por naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em ácido orto-fosfórico 5% (v/v) e a outra 
solução por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em ácido fosfórico 5% (v/v) (GREEN 
et al., 1982). 
Para a avaliação da produção de NO os macrófagos isolados da cavidade 
peritoneal foram plaqueados na densidade de 5 x 105 células por poço em placas de 
cultura de 96 poços; a monocamada de células aderentes foi inubada com diferentes 
concentrações das xiloglucanas modificadas e não modificadas dissolvidas em meio 
nas concentrações 10, 25 e 50 µg/mL. Como controle positivo da ativação da produção 
de NO foi utilizado lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli (0110:B4 – SIGMA) na 
concentração de 100 ng/mL.  
Os macrófagos foram incubados na presença das xiloglucanas por 48 h a 37 ºC 
em atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, 100 L do sobrenadante foi transferido para 
outra placa de 96 poços onde 100 L do reagente de Griess foram adicionados. Após a 
incubação por 10 min, a absorbância foi medida em 550 nm, em leitor de microplacas 
Bio-RAD modelo Benchmark, utilizando como branco meio mais o reativo de Griess. As 
concentrações de nitrito foram determinadas utilizando uma curva padrão de NaNO2 (10 






4.19 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE IL-1ΒETA, IL-6 E TNF- ΑLFA 
 
 
Os níveis de IL-1β, IL-6 e TNF-α produzidos por macrófagos na presença de 
xiloglucanas modificadas e não modificadas foram dosados utilizando-se kits, 
fabricados pela empresa eBioscience, baseados na metodologia ELISA (―enzime 
immunoassay‖). Cada kit era composto por duas placas de 96 poços, anticorpo de 
captura (anticorpos anti-IL-1β, anti-IL-6 ou anti-TNF-α de camundongos), anticorpo de 
detecção (anticorpos anti-IL-1β, anti-IL-6 ou anti-TNF-α de camundongo biotinilado), 
diluente, enzima de detecção (estreptavidina-HRP), tampão, solução de substrato 
(tetrametilbenzidina) e padrão correspondente para cada kit (IL-1β, IL-6 ou TNF-α 
recombinante murino). Foram utilizados para lavagem, solução de TWEEN 20 a 0,05% 
e como solução de parada, H2SO4 2N.  
Em placas de 24 poços, 1 x 106 células/poço foram aderidas como descrito no 
item 4.15. A seguir, as células foram incubadas por 24 h com 1 mL de soluções de 
xiloglucanas modificadas e não modificadas diluídas em meio MEM, nas concentrações 
de 10, 25 e 50 g/mL. Após incubação, o sobrenadante foi centrifugado e aliquotado 
(300 L) em tubos de eppendorf estéreis devidamente identificados e armazenados em 
freezer à -70°C até a utilização. Foram realizados dois experimentos independentes 
para cada dosagem, cada um em duplicata. 
Utilizou-se o protocolo do fabricante para a dosagem das citocinas. As placas 
foram inicialmente sensibilizadas com anticorpo de captura (anticorpos anti-IL-1β, anti-
IL-6 ou anti-TNF-α de camundongos) (100 L) e mantidas a 4°C por 15 h. Após 
sucessivas lavagens, adicionou-se 100 L do padrão ou da amostra em cada poço. 
Para realização da curva padrão foi utilizado quatro concentrações de padrão (IL-1β, IL-
6 ou TNF-α recombinante murino) (10 – 500 pg/mL) e um branco (PBS). Após 2 h de 
incubação à temperatura ambiente, o sobrenadante foi removido, a placa foi lavada 3 
vezes com tampão específico e foi adicionado 100 L de anticorpo de detecção 




Posteriormente, a placa foi incubada por 1h a temperatura ambiente, lavada 5 vezes e 
100 L de solução de estreptoavidina-HRP conjugada foram adicionados em cada 
poço. Após 30 min a temperatura ambiente, 100 L de solução de substrato contendo 
tetrametilbenzidina foram adicionados aos poços para o desenvolvimento da cor, após 
15 min, 100 L de solução de parada foi adicionada e a densidade óptica foi 
determinada em 450 nm usando um leitor de microplacas. Os resultados foram 
expressos como produção da citocina em pMol/1 x 106 células. 
 
 
4.20 CAPACIDADE FAGOCÍTICA DE MACRÓFAGOS 
 
 
Para avaliar a capacidade fagocítica,foram utilizadas leveduras obtidas a partir 
de fermento biológico, as quais foram subemtidas a 3 lavagens consecutivas em PBS 
estéril, pH 7,4 e mantidas a 4°C até utilização. Macrófagos peritoneais foram 
plaqueados a 5 x 105 células/poço em placas de 24 poços contendo lamínulas de vidro 
estéreis. Após a aderência, o meio foi removido e as células foram lavadas com solução 
de PBS. Posteriormente, adicionaram-se os polissacarídeos diluídos em meio, nas 
concentrações de 10, 25 e 50 g/mL e as placas foram incubadas por 48 h a 37°C em 
atmosfera de 5% de CO2. Após a incubação, o sobrenadante foi descartado, as placas 
contendo as lamínulas com as monocamadas de macrófagos foram lavadas 2 vezes 
com PBS, posteriormente adicionaram-se 10 leveduras para cada macrófago. Após 1 h 
de incubação, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS, para retirada das leveduras 
não fagocitadas e as lamínulas processadas para microscopia óptica. Primeiramente, 
as células foram fixadas com solução de Bouin (30 mL de solução saturada de ácido 
pícrico, 10 mL de formaldeído e 2 mL ácido acético glacial) por 5 min, lavadas 2 vezes 
com álcool 70% e mais 2 vezes com água destilada. As lamínulas foram então coradas 
com Giemsa por 1h e montadas com Entellan. As lâminas foram analisadas em 
microscópio óptico (BEL Photonics) e os resultados foram expressos como o número de 







4.21 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
Os resultados dos testes de atividade biológica in vitro foram submetidos à 
análise de variância ANOVA (fator duplo ou fator único) e teste de Tukey, para 
comparação das médias. Os resultados foram expressos como média + erro padrão 
(média + EP) de no mínimo três experimentos, cada um em triplicata. Foram 
considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao nível de 




5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS XILOGLUCANAS DE RESERVA DE 
SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica 
 
 
As frações XGJ, XGC e XGT, obtidas com 1h de extração, apresentaram 
rendimentos semelhantes, correspondendo a aproximadamente 15% dos cotilédones 
deslipidificados (Tabela 1). Resultado similar foi anteriormente observado para XGJ 
(ROSÁRIO et al., 2008). Todas as frações foram analisadas quanto ao teor de açúcar 
total, proteína e composição monossacarídica, e os resultados estão mostrados na 
Tabela 1. As frações obtidas apresentaram alta porcentagem de carboidratos e teores 
de proteínas inferiores a 4%. Utilizando as mesmas condições de extração, Kai e 
Petkowicz (2010) observaram a mesma quantidade de proteína na fração obtida das 
sementes de H. courbaril. Neste estudo os autores relataram a influência do tempo de 
extração nas propriedades das xiloglucanas e constataram que, quanto maior o tempo 
de extração, maior a contaminação por proteínas (KAI; PETKOWICZ; 2010).  
A análise da composição monossacarídica das frações obtidas mostraram a 
presença de glucose como componente majoritário, seguido de xilose e galactose, 
confirmando a presença de xiloglucanas. Pequenas quantidades de arabinose também 
foram observadas. A presença deste monossacarídeo em frações polissacarídica 
contendo xiloglucana de reserva é bastante comum (LIMA et al., 1993; LIMA et al., 
1995; ONWELUZO, RAMESH, THARANATHAN, 2002; FREITAS et al., 2005; JO et al., 










TABELA 1 – RENDIMENTO, CONTEÚDO DE AÇÚCAR TOTAL E PROTEÍNAS E COMPOSIÇÃO 
MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DAS SEMENTES DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. 
indica 











 Ara Xyl Gal Glc 
XGJ 15,9 96,8 2,7 2,3 34,3 13,3 50,1 
XGC 15,2 91,4 3,5 3,7 29,5 19,5 47,4 
XGT 14,0 99,5 0,0 2,0 33,6 13,8 50,4 
FONTE: O autor (2010). 
(a): em relação às sementes deslipidificadas. 
(b): Método de Dubois et al.,(1956) 
(c): Método de Hartree (1972) 
(d): Açúcares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditóis. 
 
A fração XGJ, proveniente das sementes de H. courbaril apresentou a razão de 
Glc: Xyl: Gal de 3,8: 2,6: 1,0, reproduzindo o resultado obtido anteriormente por Rosário 
et al., (2008). Proporções semelhantes foram determinadas por Lima et al., (1993) (3,6: 
2,6: 1,0), Buckeridge et al., (1997) (3,3: 2,8: 1,0) e Kai e Petkowicz (2010) (3,9: 3,0: 1,0) 
para xiloglucana isolada da mesma espécie. Para a xiloglucana obtida das sementes de 
C. langsdorffii (XGC), foi obtida proporção de Glc: Xyl: Gal de 2,4: 1,5: 1,0, resultado 
este, igual ao relatado na literatura (ROSÁRIO et al., 2008). Resultado similar também 
foi descrito por Buckeridge et al., (1992), que caracterizaram estruturalmente as 
xiloglucanas de C. langsdorffii e obtiveram uma proporção Glc: Xyl: Gal de 2,7: 1,9: 1,0 
e 2,4: 1,6: 1,0, dependendo da procedência das sementes. No estudo realizado por Jo 
et al. (2009), a composição monossacarídica para XGC apresentou maior quantidade 
de unidades de xilose, resultando na proporção de Glc: Xyl: Gal de 2,4: 2,1: 1. 
XGT apresentou composição monossacarídica característica de xiloglucana, 
com proporção dos componentes majoritários de Glc: Xyl: Gal de 3,6: 2,4: 1,0. Na 
análise feita por Freitas et al., (2005) a proporção obtida (Glc: Xyl: Gal de 1,7: 1,6: 1,0) 
apresenta quantidade inferior de glucose, entretanto, isto pode ser consequência de 
uma hidrólise ácida incompleta do polissacarídeo. O resultado obtido difere do que foi 
anteriormente descrito na literatura, os quais mostraram uma razão similar à obtida para 
xiloglucana de sementes de C. langsdorffii (BUCKERIDGE et al., 1992; JO et al.  2009). 
 As xiloglucanas foram analisadas quanto à homogeneidade e massa molar por 
HPSEC-MALLS/RI (Figura 16). Todos os polissacarídeos analisados apresentaram 




polissacarídeos e foi obtido para XGC o valor de 0,109 mL/g, para XGJ 0,129 mL/g e 
XGT apresentou um valor de 0,132 mL/g. A partir dos valores de dn/dc e dos perfis de 
eluição foram determinados os valores de massa molar ponderal média (Mw). Os 
valores de Mw encontrados para os polissacarídeos XGC, XGJ e XGT foram 9,6 x 10
5, 
9,1 x 105 e 7,3 x 105 g/mol respectivamente. 
Os valores de Mw obtidos para os polissacarídeos são similares aquele 
determinado por Kai e Petkowicz (2010), quando se compara com a xiloglucana obtida 
de H. courbaril utilizando o mesmo tempo de extração (9,4 x 105 g/mol). Neste trabalho, 
os autores sugerem que, quanto menor o tempo utilizado para extração deste 
polissacarídeo, menor o valor para Mw, indicando que, nestas condições,  as 
xiloglucanas estão menos susceptíveis a formação de agregados moleculares (KAI, 
PETKOWICZ, 2010). Para minimizar a agregação dos polissacarídeos em solução 
aquosa, Freitas et al., (2005) demonstraram que, alterações nas condições de preparo 
das soluções de xiloglucana de H. courbaril, tais como um aquecimento a 85ºC seguido 
de resfriamento, resultavam em drástica redução nos valores de Mw, de 1,5 x 10
6 para 
8,7 x 105 g/mol. Yuguchi; Hirotsu e Hosokawa (2005) obtiveram resultados semelhantes 
de Mw, de 8,65 x 10
5 para xiloglucanas de T. indica de origem comercial.  
As xiloglucanas de C. langsdorffii, H. courbaril e T. indica foram analisadas por 
ressonância magnética nuclear de 13C. As análises de RMN de 13C confirmaram a 
presença de xiloglucanas nas frações XGC, XGJ e XGT. A Figura 15 é uma 
representação esquemática de um oligossacarídeo de xiloglucana. Na parte superior 
desta figura as indicações das letras ―a‖, ―b‖ e ―c‖ referenciam a posição do 
monossacarídeo que foi utilizado para atribuição dos sinais, que estão indicados na 
Tabela 2. Os espectros obtidos foram similares entre si e podem ser observados nas 
Figuras 16A, 17A e 18A e a atribuição dos sinais da região anomérica e de carbonos do 
tipo –CH2 de cada polímero estão indicados na Tabela 2. Os espectros de RMN de 
13C 
das xiloglucanas XGC, XGJ e XGT apresentam três sinais na região de carbono 













FIGURA 16 – PERFIL DE ELUIÇÃO POR HPSEC-MALLS/RI PARA AS XILOGLUCANAS OBTIDAS DAS 
SEMENTES DE (A) C. langsdorffii (XGC), (B) H. courbaril (XGJ) E (C) T. indica (XGT) 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: RI- detector diferencial de índice de refração indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento 
de luz laser em multiângulos-ângulo, 90º indicado em vermelho (fase móvel: NaNO2 0,1M e 200 ppm 




Os sinais em aproximadamente  104, 102 e 98 referem-se às unidades -D-
Galp; -D-Glcp e -D-Xylp, respectivamente (YORK et al., 1993; LIMA et al., 1995; 
FREITAS, 2000; BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; SUMATHI; RAY 2002). 
Na região de  67-61 dos espectros das xiloglucanas, os sinais em aproximadamente,  
66,4 e  66,8 puderam ser atribuídos ao C-6 de unidades de -D-Glcp substituídas e em 
 60,3 para C-6 de unidades de -D-Galp livres. A partir dos dados da literatura, os 
sinais em  61,1, 61,3, e 61,6 podem ser atribuídos ao C-5 de -D-Xylp, nas posições b, 
c e a, as quais estão representadas e indicadas na Figura 17 (YORK et al., 1993; LIMA 
et al., 1995; FREITAS, 2000; BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001).  
 
FIGURA 17 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DE UM OLIGOSSACARÍDEO DE 
XILOGLUCANA. 
FONTE: O autor 2010 
 
 
TABELA 2 – ATRIBUIÇÃO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN-
13
C PARA AS XILOGLUCANAS DE 
H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica.  
                                         (ppm)  
Monossacarídeo C-1 -CH2 
 XGC XGJ XGT XGC XGJ XGT 
β-Glcp 
a
 102,26 102,29 102,28 66,44 66,43 66,45 
β-Glcp 
b
 102,26 102,29 102,28 66,87 66,85 66,94 
α-Xylp 
a
 98,78 98,90 98,85 61,67 61,65 61,69 
α-Xylp
 b
 98,78 98,90 98,85 61,12 61,11 61,16 
α-Xylp 
b
 98,78 98,90 98,85 61,29 61,30 61,34 
β-Galp 104,34 104,34 104,35 60,37 60,32 60,41 











FIGURA 18 – ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DAS XILOGLUCANAS OBTIDAS DE SEMENTES DE C. 
langsdorffii SOLUBILIZADAS EM D2O E ANALISADAS A 70C (A) XILOGLUCANA NATIVA E (B) 
XILOGLUCANA MODIFICADA. 












FIGURA 19 – ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DAS XILOGLUCANAS OBTIDAS DE SEMENTES DE H. 
courbaril SOLUBILIZADAS EM D2O E ANALISADAS A 70C (A) XILOGLUCANA NATIVA E (B) 
XILOGLUCANA MODIFICADA. 










FIGURA 20 – ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DAS XILOGLUCANAS OBTIDAS DE SEMENTES DE T. 
indica SOLUBILIZADAS EM D2O E ANALISADAS A 70C (A) XILOGLUCANA NATIVA E (B) 
XILOGLUCANA MODIFICADA 




Parte das xiloglucanas XGC, XGJ e XGT foram submetidas à modificação 
enzimática para remoção das unidades de galactose e também foram reservadas para 








Muitos estudos têm sido realizados com a utilização de xiloglucanas 
parcialmente degradadas como veículos para liberação controlada de fármacos, com 
diversas formas de administração (MIYAZAKI et al., 1998; SUISHA et al., 1998; 
KAWASAKI et al., 1999; MIYAZAKI et al., 2001; TAKAHASHI et al., 2002). Nestes 
trabalhos, estes polissacarídeos foram modificados através da remoção de unidades de 
galactose, o que resultou em um polímero com propriedades geleificantes satisfatórias 
para a sua aplicação farmacológica. Entretanto, os efeitos biológicos destas 
xiloglucanas desgalactosiladas não foram reportados na literatura. 
Com o intuito de realizar modificações nas xiloglucanas de reserva para avaliar 
a influência destas alterações no perfil de atividade biológica usando macrófagos 
peritoneais de camundongo, as frações nativas XGC, XGJ e XGT foram submetidas a 
um processo de desgalactosilação, com a enzima -galactosidase, as quais foram 
denominadas, respectivamente, XGCd, XGJd XGTd, onde ―d‖ refere-se ao material 
desgalactosilado. As xiloglucanas modificadas foram analisadas quanto ao rendimento, 
teor de açúcar total, proteína e composição monossacarídica (Tabela 3).  
A partir dos dados da Tabela 3 pode-se observar que as frações modificadas 
permaneceram com alto teor de carboidratos totais e baixos valores de proteína. 
Conforme esperado, ao analisar a composição monossacarídica, os polissacarídeos 
obtidos a partir do tratamento enzimático apresentaram redução na quantidade de 
unidades de galactose em relação aos polímeros nativos, em aproximadamente 70%, 
76% e 60% para as frações XGJd, XGCd e XGTd, respectivamente. A utilização do 




se satisfatório. De acordo com a literatura, a utilização do método proposto por 
SHIRAKAWA, YAMATOYA, NISHINARI (1998), promove a remoção 35–40% de 
unidades de D-galactose, resultado este inferior ao obtido para os polissacarídeos 
XGJd, XGCd e XGTd utilizando o protocolo proposto por Busato et al. (2009). 
 
 
TABELA 3 – RENDIMENTO, CONTEÚDO DE CARBOIDRATOS E PROTEÍNAS E COMPOSIÇÃO 
MONOSSACARÍDICA DAS XILOGLUCANAS DE H. courbaril, C. langsdorffii E T. indica APÓS 
TRATAMENTO COM -GALACTOSIDASE. 











 Ara Xyl Gal Glc 
XGJd 57,1 98,5 1,2 1,4 42,6 2,9 52,8 
XGCd 55,9 90,2 4,2 2,2 43,3 4,7 49,3 
XGTd 59,0 94,5 3,9 2,3 40,4 5,5 51,9 
FONTE: O autor (2010). 
(a): em relação ao polissacarídeo nativo. 
(b): Método de DUBOIS et al., (1956) 
(c): Método de HARTREE (1972) 
(d): Açúcares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditóis. 
 
As análises de ressonância magnética nuclear de 13C para as frações XGCd, 
XGJd e XGTd corroboram com os resultados obtidos na composição monossacarídica. 
Pode-se comparar o efeito da remoção das unidades de galactose nos espectros de 
RMN de 13C, os quais estão demonstrados na Figura 16B, 17B e 18B. Na região de 
carbono anomérico, a redução na intensidade dos sinais em  104,3 confirma a 
remoção de unidades de -D-Galp nas frações XGCd, XGJd e XGTd. De acordo com a 
literatura (YORK et al., 1996), pode-se atribuir os sinais em  102,6 para o C-1 de 
unidades de -D-Glcp substituídas em O-6 por unidades de -D-Xylp não substituídas 
das xiloglucanas desgalactosiladas de C. langsdorffii, H. courbaril e T. indica. O 
aparecimento dos sinais em  99,4,  99,4 e  99,6, para os polissacarídeos XGCd, 
XGJd e XGTd, respectivamente, provavelmente se referem ao C-1 de terminais não 
redutores de -D-Xylp.  
Pode-se observar que os sinais atribuídos para os C-5 unidades de -D-Xylp 
apresentaram intensidades reduzidas nos espectros de XGCd, XGJd e XGTd, quando 
comparado com os das xiloglucanas nativas. Pode-se observar para os polissacarídeos 




referem às unidades de xilose substituídas por galactose, bem com, o aumento da 
intensidade do sinal em  61,7, sendo este atribuído as unidades de xilose que estão 
presentes como terminais não redutores (BUSATO, 2004). 
 
 
5.3 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL DAS 
FOLHAS DE C. langsdorffii 
 
 
Após a obtenção das xiloglucanas de reserva nativas e modificadas das 
sementes de C. langsdorffii, H. courbaril e T. indica, partiu-se para o isolamento de 
xiloglucana estrutural das folhas de C. langsdorffii para avaliar efeito deste polímero na 
resposta biológica de macrófagos peritoneais quanto a produção de NO. 
Conforme já ilustrado no fluxograma (página 60), após a remoção de 
pigmentos, lipídeos e lignina, as folhas selecionadas foram submetidas a uma extração 
aquosa, fornecendo a fração FC1 e a extrações alcalinas sequenciais (KOH 1M e KOH 
4M) obtendo-se as frações de hemicelulose A (FCHA1, FCHA2, FCHA3, FCHA4, 
FCHA5 e FCHA6) e hemicelulose B (FCHB1, FCHB2, FCHB3, FCHB4, FCHB5 e 
FCHB6). 
Como já foi relatado na literatura, xiloglucanas fucosiladas podem ser obtidas 
da parede celular vegetal a partir da purificação das frações de hemicelulose B 
extraídas com KOH 4M (FRY, 1989; VIERHUIS et al., 2001; BUSATO; VARGAS-
RECHIA; REICHER, 2001). Para garantir que o sobrenadante, referente à fração 
FCHB4, não apresentasse hemicelulose A em suspensão, o material foi submetido à 
centrifugação e filtração em membrana de 0,45 μm. Após a redução de volume, o 
sobrenadante foi precipitado com etanol, ressuspendido em água destilada, dialisado e 
liofilizado. 
Ao avaliar a composição monossacarídica (Tabela 4) das frações 
correspondentes as hemiceluloses observaram-se a presença de glucose, xilose, 
galactose e fucose, sugerindo a ocorrência de xiloglucanas em diferentes frações. A 
fração de hemicelulose B, obtida na primeira extração com KOH 4M (FCHB4) foi 




e por apresentar maior proporção de Glc, Xyl, Gal e Fuc, o que caracterizaria a 
presença de xiloglucanas provenientes de parede celular (HAYASHI, 1989, CARPITA; 
Mc CANN, 2000, BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001). A presença de 
manose, arabinose, ácido urônico e elevados percentuais de xilose nesta fração 
sugerem a presença de outros polissacarídeos, além da xiloglucana. As extrações 
alcalinas que permitem a solubilização de xiloglucanas resultam também na extração de 
outros polissacarídeos como as arabinanas, arabinogalactanas, galacturonanas e 




TABELA 4 – RENDIMENTO E COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DAS 
FOLHAS DE C. langsdorffii 





 Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU
c
 
FC1 0,3 4,7 - 24,8 5,9 11,6 22,5 30,5 nd 
FCHA1 4,1 3,0 - 18,0 40,4 10,9 12,0 15,8 nd 
FCHB1 1,3 4,9 - 28,1 35,8 7,3 18,5 5,4 nd 
FCHA2 3,6 0,6 - 10,7 54,7 12,7 9,3 12,0 nd 
FCHB2 1,3 4,5 - 27,0 39,2 6,9 15,5 7,0 nd 
FCHA3 1,6 1,7 - 10,0 63,2 5,5 5,1 14,5 nd 
FCHB3 2,9 2,5 - 18,7 54,0 4,2 11,0 9,6 nd 
FCHA4 3,0 1,1 - 4,3 85,6 3,3 2,8 2,8 nd 
FCHB4 2,6 1,0 2,7 17,4 36,0 3,4 12,0 17,5 10,0 
FCHA5 1,7 1,3 - 8,8 75,4 4,3 4,5 5,7 Nd 
FCHB5 2,2 2,5 1,5 26,0 44,0 1,8 7,8 13,0 3,4 
FCHA6 1,4 1,7 - 12,4 69,6 5,2 6,2 4,9 Nd 
FCHB6 1,9 2,4 0,9 26,7 40,2 2,9 9,2 9,3 8,4 
FONTE: O autor (2010) 
(a): Açúcares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditóis. 
(b) Em relação às folhas deslignificadas 
(c): Dosagem colorimétrica (FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991) 
nd: não determinado 
AU: Ácido urônico 
 
A fração FCHB4 foi analisada por HPSEC-MALLS/RI/UV. Um perfil de eluição 
multimodal foi obtido, como mostrado na Figura 21. O detector de espalhamento de luz 
apresenta um pico com um ―ombro‖, observado no tempo de eluição entre 35 a 45 min. 




polímeros. O detector de ultravioleta ( 280 nm) mostrou um pico pronunciado, no 
tempo de eluição entre 40 a 60 min, provavelmente devido à presença de proteína na 
amostra. Este resultado está de acordo com os dados de dosagem colorimétrica que 
indicaram que a amostra apresenta 9,8% de proteínas. 
 
 
FIGURA 21– PERFIL DE ELUIÇÃO POR HPSEC-MALLS/RI/UV DA FRAÇÃO FCHB4 OBTIDA DAS 
FOLHAS DE C. langsdorffii 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: RI- detector diferencial de índice de refração indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento 
de luz laser em multiângulos-ângulo, 90º indicado em vermelho; UV- detector de ultravioleta indicado em 
verde (fase móvel: NaNO2 0,1M e 200 ppm NaN3; fluxo: 0,6 mL/min). 
 
Para purificação da xiloglucana estrutural a partir da fração FCHB4, utilizou-se o 
procedimento já ilustrado no fluxograma da Figura 14 (página 62). 
A cromatografia de troca iônica é o processo de purificação mais usual para 
obtenção de xiloglucana estrutural (VINCKEN et al., 1996; VIERHUIS et al., 2001; 
BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; DING et al., 2003, LI; SAKURAI; 
NEVINS, 2009). Para remoção de proteínas, pigmentos e polissacarídeos ácidos 
presentes na amostra, a fração FCHB4 foi submetida à cromatografia de troca iônica 
em gel de celulose de fraca troca iônica, DEAE-SEPHACEL (Pharmacia Biotech), que 
apresenta como grupo trocador o íon dietilaminoetil. A fração obtida por eluição com 




FCHB4. Posteriormente o gel foi eluído com uma solução de NaCl 4M para a remoção 
da fração ligada, denominada FCHB4NaCl, a qual apresentou rendimento de 58% em 
relação à fração FCHB4. As frações obtidas foram avaliadas quanto ao conteúdo de 
açúcar total e proteína e composição monossacarídica (Tabela 5).  
A análise da composição monossacarídica da fração FCHB4DS indica que, o 
processo de troca iônica foi eficiente, pois esta fração apresentou aumento na 
proporção de glucose, xilose e fucose, quando comparada à fração nativa, enquanto 
que a fração eluída com NaCl 4M (FCHB4NaCl) apresentou maior conteúdo de 
unidades de arabinose e ácido urônico. 
 
TABELA 5 – RENDIMENTO, CONTEÚDO DE CARBOIDRATOS, PROTEÍNAS E COMPOSIÇÃO 
MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS APÓS PROCESSO DE PURIFICAÇÃO DA FRAÇÃO 
FCHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii  

















 81,1 9,8 1,0 2,7 17,4 36,0 3,4 12,0 17,5 10,0 
FCHB4DS 38,0
f
 98,5 1,5 1,0 5,0 1,9 41,7 1,6 9,6 36,5 3,4 
FCHB4NaCl 57,8
 f
 41,3 10,0 4,5 - 51,9 14,8 1,5 10,0 8,0 9,4 
FCHB4DS2 33,0 Nd Nd tr 5,6 2,0 47,0 1,1 8,6 32,9 2,1 
SFHB4 6,7
 f
 Nd Nd 1,7 0,5 11,2 27,9 1,2 19,3 38,2 Nd 
PFHB4 16,7
 f
 98,0 1,0 - 4,6 1,3 34,2 2,0 13,5 44,3 Tr 
FONTE: O autor (2010). 
(a): Açúcares neutros analisados por GLC, na forma de acetatos de alditóis. 
(b): Dosagem colorimétrica (FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991) 
(c): Método de DUBOIS et al., (1956) 
(d): Método de HARTREE (1972) 
(e): Em relação às folhas deslipidificadas 
(f): Em relação à fração FCHB4 
tr: traços 
nd: não determinado 
AU: Ácido urônico 
 
No espectro de RMN de 13C (Figura 22A), a fração FCHB4 apresenta sinais em 
 107,5-107,2 ppm, os quais podem ser atribuídos ao C-1 de unidades de arabinose 
furanosídicas (HÖIJE et al., 2006). Entretanto, estes sinais não estão presentes na 
fração FCHB4DS, corroborando com resultado obtido na composição monossacarídica, 
no qual se verifica a redução de 89% do teor de arabinose da fração FCHB4 (17,4%) 










FIGURA 22 – ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DAS FRAÇÕES (A) FCHB4 E (B) FCHB4DS OBTIDAS DAS 
FOLHAS DE C. langsdorffii SOLUBILIZADASEM D2O E ANALIZADAS A 70C 







Baseados na literatura foram atribuídos os sinais da região anomérica para 
fração FCHB4DS (Tabela 6), os quais se apresentaram característicos de uma 
xiloglucana estrutural (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; KAI, 2009; 
PAREDES, 2009). Em campo alto pode-se atribuir sinais em  16,8 ppm e  15,9 ppm, 
para o grupo metil das unidades de ramnose e fucose respectivamente (Figura 22B).  
 
 
TABELA 6 – DESLOCAMENTOS QUÍMICOS () DA REGIÃO ANOMÉRICA DA XILOGLUCANA 
PRESENTE NA FRAÇÃO FCHB4DS E PFHB4 OBTIDAS DAS FOLHAS DE C. langsdorffii 
Unidade monossacarídica  (ppm) 
FCHB4DS PFHB4 
-D-Galactose terminal 104,4 104,8 
-D-Galactose substituída 103,2 103,2 
-D-Glucose 102,3 102,2 
-D-Glucose substituída 101,6 101,4 
-L-Fucose 99,4 100,0 
-D-Xilose terminal 98,4 98,8 
-D-Xilose substituída 97,5 97,5 
FONTE: O autor (2010). 
 
Além das atribuições nos carbonos anoméricos, foi possível assinalar alguns 
sinais de -CH2 característicos de xiloglucanas, com base no espectro de RMN 
13C-
DEPT onde estes sinais aparecem invertidos (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 
2001). Os sinais em  66,2,  60,2,  61,5 e  61,0 ppm podem ser atribuídos aos C-6 
das unidades de glucose, galactose substituída, galactose terminal e para o C-5 das 
unidades de xilose, respectivamente. 
O perfil de eluição por HPSEC-MALLS/RI/UV da fração FCHB4DS está 
mostrado na Figura 23A. Verifica-se a presença de um pico principal detectado pelo RI, 
com a base bastante alargada, o qual é parcialmente coincidente com o sinal do 
detector MALLS. Este apresenta um pico com um pequeno ―ombro‖, o que sugere a 
presença de duas famílias de polímeros de alta massa molar.  O perfil obtido pelo 
detector de ultravioleta ( 280 nm) mostra que não há quantidade significante de 
proteínas nesta fração, este dado corrobora com o obtido na dosagem colorimétrica 
(1,5%). No entanto, a fração que ficou retida no gel e que foi obtida após eluição com 
solução de NaCl (FCHB4NaCl) apresentou como monossacarídeo majoritário a 
arabinose, além de um alto teor de proteína, dado confirmado pelo detector de 








FIGURA 23 – PERFIL DE ELUIÇÃO POR HPSEC-MALLS/RI PARA AS FRAÇÕES OBTIDAS DAS 
FOLHAS DE C. langsdorffii POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA (A) FCHB4DS E (B) 
FCHB4NACL 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: RI- detector diferencial de índice de refração indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento 
de luz laser em multiângulos-ângulo, 90º indicado em vermelho; UV- detector de ultravioleta indicado em 
verde (fase móvel: NaNO2 0,1M e 200 ppm NaN3; fluxo: 0,6 mL/min). 
 
 
Este resultado pode sugerir a presença de arabinogalactana-proteína (AGP). A 




glucosil), que reage com AGP indicou a presença de 1,5% deste polímero na fração 
analisada (Figura 24). Outros estudos já relataram a presença deste polímero em 
frações extraídas de parede celular vegetal (POPPER; FRY, 2008; ARNOUS; MEYER, 
2009; BOUGHANMI et. al; 2010). MOORE et al. (2006) utilizaram a técnica de 
imunocitoquímica para localizar AGPs em folhas de Myrothamnus flabellifolius (MOORE 




FIGURA 24 – GEL DE AGAROSE COM O REAGENTE -GLUCOSIL YARIV PARA A DETECÇÃO DE 
ARABINOGALACTANA-PROTEÍNAS DA FRAÇÃO FCHB4NACL OBTIDA DAS FOLHAS DE C. 
langsdorffii  
FONTE: O Autor (2010) 
NOTA: Foi utilizado como padrão a goma arábica (Sigma) nas massas indicadas 
 
Embora o método de troca iônica tenha sido eficiente na remoção de pigmentos 
e proteína, a amostra resultante não se apresentou homogênea e exibe ainda ácido 
urônico e elevado conteúdo de xilose, o que sugere a presença de xilana ácida (Tabela 
5). Este polissacarídeo já foi amplamente descrito na literatura por estar presente na 
parede celular de vegetais superiores (RAY et al., 2004; COSGROVE, 2005; POPPER; 
FRY et al., 2008; YORK; O’NEILL; 2008; SCHELLER; ULVSKOV; 2010).  
Na tentativa de eliminar o polissacarídeo ácido presente na fração FCHB4DS e 




Sephacel. Entretanto, a repetição deste método foi ineficiente, pois, a fração resultante 
FCHB4DS2, apresentou xilose como monossacarídeo majoritário.  
A fração FCHB4DS2 foi tratada com solução de Fehling (JONES; STOODLEY, 
1965). Este procedimento forneceu duas frações, a fração precipitada com o reativo de 
Fehling (PFHB4) e o sobrenadante (SFHB4).  
De acordo com a composição monossacarídica obtida (Tabela 5), pode-se 
observar que o método foi eficiente no fracionamento dos polissacarídeos presentes na 
fração FCHB4DS2. Ambas as frações apresentam composições que indicam a 
presença de xiloglucanas. Entretanto, a fração PFHB4 apresentou maior rendimento 
(16,7% em relação a FCHB4), maior percentual de fucose e menor de arabinose e 
manose quando comparada com a fração SBHB4 (rendimento de 6,7% em relação a 
FCHB4). Busato, Vargas-Rechia e Reicher (2001) isolaram e caracterizaram uma 
xiloglucana estrutural das folhas de H. courbaril e também observaram a presença 
destes monossacarídeos em pequenas proporções.  
Na Figura 25 pode-se observar o perfil de eluição da fração PFHB4, onde se 
pode observar um pico proeminente detectado pelo RI, a detecção por espalhamento 
de luz, a qual pode indicar o tamanho da molécula, não se mostrou nítida, sugerindo 
que o polissacarídeo seja pequeno, impossibilitando assim, uma boa resolução na 
detecção.  
Pode-se atribuir, através do espectro de 13C (Figura 26), os sinais da região 
anomérica para fração PFHB4 (Tabela 6), os quais se apresentaram característicos de 
xiloglucana estrutural (BUSATO; VARGAS-RECHIA; REICHER, 2001; KAI, 2009; 
PAREDES, 2009). A atribuição dos sinais no espectro de 13C foi semelhante ao 
realizado para fração FCHB4SD, entretanto, em campo alto, observou somente um 
sinal em  16,0 ppm, referente ao grupamento metil das unidades de fucose, e não foi 
observado sinal referente à ramnose. Este dado corrobora com a composição 
monossacarídica obtida para esta fração, como observado na Tabela 5, mostrando que 








FIGURA 25– PERFIL DE ELUIÇÃO POR HPSEC MALLS/RI PARA A FRAÇÃO PFHB4, OBTIDA PELA 
PRECIPITAÇÃO DA FRAÇÃO FCHBH4DS2 COM REATIVO DE FELHING  
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: RI- detector diferencial de índice de refração indicado em azul; MALLS- detector de espalhamento 






FIGURA 26 – ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DAS FRAÇÕES PFHB4 OBTIDAS DAS FOLHAS DE C. 
langsdorffii SOLUBILIZADAS EM D2O E ANALIZADAS A 70C 





O polissacarídeo PFHB4 foi utilizado para teste in vitro em macrófagos, quanto 
seu efeito na viabilidade celular e na produção de NO. A Tabela 7 compila as 
informações as frações de xiloglucanas obtidas, as quais foram utilizadas em testes in 
vitro de atividade biológica em macrófagos peritoneais de camundongos. 
 
TABELA 7 – COMPILAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS DAS FRAÇÕES DE XILOGLUCANAS 
UTILIZADAS NOS TESTES DE ATIVIDADE BIOLÓGICA 
 
FONTE: O autor (2010) 
 
 




As xiloglucanas provenientes das sementes de C. langsdorffii, H. courbaril e T. 
indica, denominadas respectivamente, XGC, XGJ, XGT e suas respectivas frações 
desgalactosiladas, XGCd, XGJd e XGTd, bem como, a xiloglucana estrutural 
proveniente das folhas de C. langsdorffii (PFHB4) foram avaliadas quanto à capacidade 
de atuarem como modificadores da resposta biológica (BRM). Portanto, fez-se 
necessário avaliar primeiramente a viabilidade celular de macrófagos tratados com as 
xiloglucanas em diferentes concentrações, para determinar doses não tóxicas utilizadas 
nos experimentos posteriores.  
 
 
        Proporção Monossacarídica 
Espécie utilizada Fonte da xiloglucana 
Característica da 
xiloglucana  
Sigla Glc : Xyl : Gal : Fuc 
C. langsdorffii 
Cotilédones 
Reserva XGC 4 : 2,5 : 1,6 : 0 
Modificada XGCd 4 : 3,5 : 0,4 : 0 
Folhas Estrutural PFHB4 4 : 3,1 : 1,2 : 0,4 
H. courbaril Cotilédones 
Reserva XGJ 4 : 2,7 : 1,1 : 0 
Modificada XGJd 4 : 3,2 : 0,2 : 0 
T. indica Cotilédone 
Reserva XGT 4 : 2,7 : 1,1 : 0 





5.4.1 Viabilidade Celular 
 
 
A viabilidade celular foi determinada em períodos de incubação de 2 e 48 h, de 
acordo com os experimentos propostos. Como a viabilidade celular para XGC e XGJ já 
havia sido previamente determinada (ROSÁRIO et al., 2008), no presente estudo, foi 
avaliada a viabilidade celular para XGT nas concentrações 10 - 100 µg/mL. 
Pode-se observar na Figura 27 que em todas as concentrações testadas XGT 
não exibiu citotoxidade em macrófagos quando incubados por 2 e 48 h. 
Surpreendentemente, este polissacarídeo indicou aumentos significativos na 
viabilidade, atingindo aproximadamente 20% na máxima concentração testada (100 
µg/mL). Este aumento na viabilidade pode ser explicado pela utilização do método MTT, 
já que macrófagos ativados interferem nesta metodologia causando uma 
superestimação do número de células. Já foi descrito que macrófagos ativados são 
capazes de produzir mais azul de formazan a partir de sais de NBT quando 
comparados a células não ativadas, além disso, macrófagos ativados modificam seu 
metabolismo, quando comparados aos macrófagos quiecentes, e expressam em maior 
proporção iNOS (óxido nítrico sintase induzível), a qual está envolvida na redução do 
MTT (POZZOLINI et al., 2003).  
Os resultados sugerem certa ―proteção‖ das células pelo XGT, uma vez que a 
interferência química do polímero no método é descartada, considerando que, 
estruturalmente, esta molécula não é capaz de fornecer elétrons para redução do MTT 
a formazana. Esta reação resultaria no aumento da absorbância e consequentemente 
seria evidenciado o aumento na viabilidade celular 
A análise da viabilidade celular de macrófagos da cavidade peritoneal na 
presença dos polissacarídeos desgalactosilados, está ilustrada nos gráficos na Figura 
28. Pode-se observar que, no tempo de incubação de 2 h, na máxima concentração 
testada, os polissacarídeos XGCd e XGJd apresentaram citotoxidade ocasionando 






FIGURA 27 – EFEITO DA XILOGLUCANA XGT PROVENIENTE DAS SEMENTES DE T. indica SOBRE 
A VIABILIDADE CELULAR DE MACRÓFAGOS. 
FONTE: O Autor (2010) 
NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. Macrófagos aderentes foram incubados por 2 
h (A) e por 48 h (B) na presença da xiloglucana XGT nas concentrações indicadas. Os resultados estão 
expressos como média + EP de três experimentos independentes, cada um em triplicata. Após a 
incubação o MTT foi removido e adicionou-se DMSO. A absorbância foi medida em 550 nm. 100% de 
viabilidade corresponde à viabilidade determinada para as células incubadas em meio MEM. ** e *** 
Diferença significativa do meio MEM:  (p≤ 0,02) e (p≤ 0,01), respectivamente. 
 
 
Esta pequena alteração na viabilidade foi semelhante ao observado com os 
polissacarídeos nativos (ROSÁRIO et al., 2008). Porém, comparando o efeito no tempo 
de incubação de 48 h (Figura 28B) observa-se que os polissacarídeos XGJd e XGTd 
mostraram-se citotóxicos para as células a partir da menor concentração testada, 
diminuindo a viabilidade celular em torno de 20%, atingindo aproximadamente 40% 
quando tratados com 100 µg/mL. 
A citotoxicidade exibida por XGJd foi semelhante à observada para o polímero 
nativo XGJ, que diminuiu a viabilidade celular em 40% na concentração de 100 µg/mL 
(ROSÁRIO et al., 2008). Diferentemente de XGT, a fração XGTd apresentou-se 
citotóxica para os macrófagos, sugerindo que a remoção das unidades de galactose 
deste polímero são determinantes para este efeito. Entretanto, o polímero XGCd não 
mostrou-se ser citotóxico nas concentrações e condições testadas, resultado 











































FIGURA 28 – EFEITOS DAS XILOGLUCANAS DESGALACTOSILADAS XGCD, XGJD E XGTD 
PROVENIENTES DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica SOBRE A VIABILIDADE 
CELULAR DE MACRÓFAGOS NO PERÍODO DE INCUBAÇÃO DE (A) 2 H E (B) 48 H 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. (A) Macrófagos aderentes foram incubados 
por 2 h na presença das xiloglucanas XGCd, XGJd e XGTd nas concentrações indicadas. Os resultados 
estão expressos como média + DP de três experimentos independentes, cada um em quadruplicata. (B) - 
Macrófagos aderentes foram incubados por 48 h na presença das xiloglucanas XGCd, XGJd e XGTd nas 
concentrações indicadas. Os resultados estão expressos como média + DP (n = 10) de três experimentos 
independentes, dois em triplicata e um em quadruplicata. Após a incubação o MTT foi removido e 
adicionou-se DMSO. A absorbância foi medida em 550 nm. 100% de viabilidade corresponde à 
viabilidade determinada para as células incubadas em meio MEM. *, **, *** Diferença significativa do meio 



































































Os resultados de viabilidade celular de macrófagos tratados com a xiloglucana 
estrutural extraída das folhas de C. langsdorffii nas concentrações 10-100 µg/mL, 
incubadas por 48 h, estão mostrado na Figura 29. Pode-se observar no gráfico a 




FIGURA 29 – EFEITO DA XILOGLUCANA PFHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. langsdorffii SOBRE A 
VIABILIDADE CELULAR DE MACRÓFAGOS NO PERÍODO DE INCUBAÇÃO DE 48 H. 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT.  Macrófagos aderentes foram incubados por 
48 h na presença da xiloglucana PTHB4 nas concentrações indicadas. Os resultados estão expressos 
como média + DP (n = 09) de três experimentos independentes em triplicata. Após a incubação o MTT foi 
removido e adicionou-se DMSO. A absorbância foi medida em 550 nm. 100% de viabilidade corresponde 
à viabilidade determinada para as células incubadas em meio MEM. * e ** Diferença significativa do meio 
MEM: (p ≤ 0,05) e (p≤ 0,02) respectivamente. 
 
Para os testes subsequentes, foram utilizadas as concentrações de 25, 50 e 100 
µg/mL, para o tempo de incubação de 2 h, para as frações XGC, XGJ, XGT e suas 
respectivas frações desgalactosiladas. Para o tempo de incubação de 48h, foram 



































5.4.2 Atividade fagocítica 
 
 
A fagocitose é o primeiro passo na resposta de macrófagos à invasão de 
microorganismos. O processo de ativação destas células pode desencadear o aumento 
deste mecanismo de defesa. Para verificar este parâmetro, macrófagos peritoneais de 
camundongos, aderentes em lamínulas de vidro, foram tratados com os polissacarídeos 
nativos e modificados, em diferentes concentrações. Após 48h, as células foram 
incubadas com leveduras na proporção de 10 leveduras para cada macrófago, por 1 h. 
Nas lamínulas coradas foram contados 200 macrófagos e o número de leveduras 
fagocitadas, os resultados foram expressos pela razão do número de leveduras 
fagocitadas por macrófago. Na Figura 30 pode-se verificar que o polissacarídeo XGT foi 
capaz de ativar essa via na menor concentração testada, aumentando a fagocitose em 
26%.  
Este aumento na atividade fagocítica por xiloglucana proveniente de sementes 
de T. indica também foi obtido por Pauly; Freis; Pauly (1999). Neste trabalho os autores 
trataram monócitos humanos com este polissacarídeo, na concentração de 160 μg/L e 
observaram aumento de 58 % na fagocitose. Corroborando com o resultado obtido 
neste trabalho, a xiloglucana de T. indica (5 µg/mL) também aumentou a atividade 
fagocítica em neutrófilos coletados de pacientes que apresentavam leucemia 
linfoblástica aguda (SREELEKHA et al., 1993). Neste experimento utilizando células 
tratadas com xiloglucanas foi observado um índice de fagocitose de ~1,3, valor que 
expressa o número de leveduras fagocitadas por 100 neutrófilos tratados com 
polissacarídeos em relação ao número de leveduras fagocitadas por neutrófilos não 
















FIGURA 30 – ATIVIDADE FAGOCÍTICA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 
EXPOSTOS ÀS XILOGLUCANAS NATIVAS (A) E MODIFICADAS(B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. 
langsdorffii, H. courbaril E T. indica. 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: Atividade fagocítica. Macrófagos peritoneais de camundongos foram expostos por 48 h a 37 °C e 
5% de CO2 aos polissacarídeos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas concentrações 
indicadas e, em seguida, incubados por 1 h com leveduras na proporção 5:1. O número de leveduras 
fagocitadas/ macrófago foi obtido por contagem em microscópio óptico. Como controle negativo foi 
utilizado apenas meio de cultura MEM. Os resultados estão expressos como média. EP (n = 2, sendo 












































As xiloglucanas obtidas a partir de sementes de C. langsdorffii e H. courbaril, 
nativas (XGC e XGJ) e modificadas (XGCd e XGJd), não se mostram capaz de 
aumentar significativamente a atividade fagocítica de macrófagos tratados, quando 
comparado com o controle. 
Resultado diferente foi obtido recentemente por SILVEIRA (2010) para a 
mesma xiloglucana XGJ, que nas concentrações de 10-200 μg/mL estimulou a 
atividade fagocítica em macrófagos da linhagem RAW 264.7, após 24 h de tratamento. 
Na maior concentração testada Silveira (2010) observou 100% de aumento da atividade 
fagocítica quando comparada ao grupo controle. 
Atividade fagocítica pronunciada em macrófagos foi descrita por MORETÃO et 
al. (2003) que avaliaram o efeito da ARAGAL, uma arabinogalactana extraída da goma 
da árvore Anadenthera colubrina, na capacidade fagocítica de macrófagos peritoneais 
de camundongo. Neste estudo, os autores determinaram o aumento do índice 
endocítico em 35 a 66% nas células tratadas quando comparado ao grupo controle. 
Macrófagos obtidos de camundongos tratados intraperitonealmente com 200 
mg/kg de α-glucana isolada do líquen Ramalina celastri apresentaram atividade 
fagocítica aumentada em 70% após 7 dias de tratamento quando comparado ao grupo 
controle (STUELP-CAMPELO et al., 2002). 
O aumento da capacidade fagocítica, na presença de galactomananas obtidas 
por extrações aquosas e alcalinas das sementes de Trigonella foenum graecum foi 
relatada por Ramesh, Yamaki e Tsushida (2002). Estes autores utilizaram um protocolo 
diferente do adotado neste trabalho, no qual foi medida a fluorescência das células 
fagocíticas tratadas com os polissacarídeos e, posteriormente, incubadas com 
fluoresceína isotiocianato (FITC) ―zymozan‖. A intensidade do aumento da atividade 
fagocítica mostrou-se diferente para as duas frações de galactomananas estudadas, na 
concentração de 10 μg/mL, a amostra obtida por extração alcalina estimulou a 
fagocitose em 40%, em quanto que, o polissacarídeo obtido por extração aquosa 







5.4.3 Produção de O2
- na presença e na ausência de PMA 
 
 
Macrófagos em presença de determinadas substâncias como o PMA são 
capazes de responder ao estímulo através da produção e liberação de ROS, processo 
também conhecido como burst respiratório. Neste trabalho foi avaliada a interferência 
da xiloglucana nativa XGT, e das frações desgalactosiladas XGCd, XGJd e XGTd na 
produção de O2
-. Foram utilizadas duas condições experimentais: células incubadas 
com os polissacarídeos na ausência e na presença de PMA, sendo este, um agente 
conhecido por seu efeito estimulador desta via (JUN et al., 1993; HALLIWELL; 
GUTTERDGE, 2006). A produção de O2
- foi quantificada através da redução 
extracelular do citocromo c (SASADA et al., 1983). 
A Figura 31A mostra o efeito da xiloglucana nativa XGT sobre a produção de 
O2
- na ausência de PMA. Pode-se observar que este polissacarídeo, bem como, sua 
fração desgalactosilada XGTd correspondente (Figura 31B) não foram capazes de 
estimular esta via. As xiloglucanas modificadas XGCd e XGJd, também não 
promoveram aumento estatisticamente significativo na produção de O2
- quando 
comparadas ao grupo controle. Resultados similares, quanto à produção de O2
-, foram 
obtidas para as frações nativas XGC e XGJ (ROSÁRIO et al., 2008). Diferente do 
observado para as xiloglucanas, diversos estudos relataram a interferência de 
diferentes polissacarídeos, como estimuladores da produção de O2
-. Um dos principais 
polissacarídeos considerado como potente estimulador do burst oxidativo em células 
fagocíticas é o zimosana, polímero constituído por uma mistura de manana e glucana 
(BADWAY; KARNOVSKY, 1980; KARNOVSKY; BADWAY, 1986; BERTON; GORDON, 














FIGURA 31 – EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E 
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A 
PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO POR MACRÓFAGOS 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados em meio de reação padrão constituídos por HBSS 
contendo ferricitocromo c (80 µmol/L) mais os polissacarídeos (A) XGT; (B) XGCd, XGJd e XGTd nas 
concentrações acima. Como controle as células foram incubadas somente com o meio de reação e para 
o controle positivo desta via as células foram incubadas com o meio na presença de PMA (1 µg/mL).  
Após o tempo de 2 h a absorbância do sobrenadante foi medida em 550 nm. A concentração de 
citocromo c reduzido, o qual corresponde à concentração de O2
- produzido pelos macrófagos, foi 






): C=A/ (JOHNSTON 
et al., 1978). Os resultados estão expressos como média + EP de três experimentos independentes, cada 






















































Em condição experimental similar à utilizada no presente estudo, resultados 
diferentes foram observados para a arabinogalactana isolada das folhas de Phyllanthus 
niruri, pois, este polissacarídeo foi capaz de induzir a produção de O2
-, sendo este 
efeito três vezes superior ao controle quando na concentração de 250 µg/mL 
(MELLINGER et al., 2005). Posteriormente, foi relatado que o mesmo polímero quando 
submetido a tratamento com HCl, para mimetizar o efeito do fluido gástrico humano, 
promoveu estímulo da produção de O2
- duas vezes superior ao controle (MELLINGER 
et al., 2008). Arabinogalactana isolada da goma de Anadenanthera colubrina, ativou o 
burst respiratório in vitro, tanto na presença como na ausência de PMA. Em testes in 
vivo este polissacarídeo (200 mg/kg) foi inoculado na cavidade peritoneal do 
camundongo, e após 7 dias da administração, os macrófagos foram coletados, 
plaqueados e a produção de O2
- aumentou 70% na ausência de PMA e 48% na 
presença de PMA quando comparado aos controles (MORETÃO et al., 2003). 
Diferente do efeito observado para as xiloglucanas, quatro arabinogalactanas, 
com diferentes massas molares, obtidas de Opuntia poliacantha, foram capazes de 
estimular a produção de ROS de maneira dose-dependente nas concentrações de 25 a 
400 µg/mL (SCHEPETKINS et al., 2008). Todas as frações apresentaram, em 
diferentes proporções, composição monossacarídica constituída majoritariamente por 
galactose, xilose, ramnose e ácido galacturônico. Foi observado que as intensidades do 
estímulo desta via foi diretamente proporcional a massa molar média, isto é, quanto 
maior a massa do polissacarídeo, maior foi o efeito produzido (SCHEPETKINS et al., 
2008). Na concentração de 200 µg/mL, o polissacarídeo que apresentava maior massa 
molar (733 kDa) estimulou oito vezes mais a produção de ROS quando comparado com 
o grupo controle, enquanto que a arabinogalactana de 168 kDa aumentou a produção 
quatro vezes a mais que o controle. Embora as xiloglucanas nativas e modificadas 
apresentem diferenças nas massas molares, nenhuma fração avaliada no presente 
estudo foi capaz de induzir a produção de O2
-.  
O heteropolissacarídeo isolado da erva Gynostemma Pentaphyllum, o qual é 
constituído por glucose, galactose, arabinose, xilose, manose, ácido galacturônico e 




experimentos in vitro, na máxima concentração testada (400 µg/mL), foi observado 
aumento na produção de ROS de 169%, enquanto que, in vivo, com a inoculação 
intraperitoneal do polímero (100 mg/Kg) houve o aumento de 123% (YANG et al., 
2008). Neste trabalho, os autores avaliaram o estímulo da via através da conversão 
oxidativa da sonda sensitiva diclorofluoresceína diacetato em um composto 
fluorescente (diclorofluoresceína) (YANG et al., 2008).  
A Figura 32 mostra o efeito produzido nos macrófagos peritoneais quando 
tratados com os polissacarídeos XGT, XGCd, XGJd e XGTd na presença de PMA. Os 
resultados indicam que a presença dos polissacarídeos interferiu de forma significativa 
no efeito induzido pelo PMA, ou seja, mostraram exercer efeitos inibitórios na produção 
de O2
- induzida pelo PMA. Diferente do que foi observado para as xiloglucanas nativas 
de C. langsdorffii e H. courbaril, a fração XGT (Figura 32A) reduziu a produção de O2
- 
em aproximadamente 70% nas concentrações 10 e 25 µg/mL. A fração 
desgalactosilada correspondente, XGTd, também exibiu esta atividade. As frações de 
xiloglucanas desgalactosiladas na presença do indutor da via também diminuíram a 
produção de O2
-. Para XGCd foi observado uma diminuição de 80% de O2
-, na menor 
concentração testada. O mesmo pode ser observado para a fração XGJd a qual inibiu a 
produção deste radical em aproximadamente 65%, em todas as concentrações 
testadas, quando comparada com o controle positivo. Já as frações nativas 
correspondentes não promoveram tal efeito (ROSÁRIO et al., 2008).  
Atividade sequestradora de radicais livres tem sido descrita para diferentes 
classes de polissacarídeos. PAULY; FREIS; PAULY, (1999) avaliaram a resposta do 
burst respiratório utilizando a técnica de quimioluminescência, e demonstraram que, as 
células ativadas previamente com zimosana, quando tratadas com xiloglucanas de 
sementes de T. indica promoveram aumento na produção de O2
- superior quando 
comparado com os neutrófilos tratados com oligopeptídeo obtido de Saccharamyces 
cerevisae. Porém, neste mesmo estudo, os autores também sugerem que este polímero 













FIGURA 32 – EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E 
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) NA 
PRESENÇA DE PMA SOBRE A PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO POR MACRÓGAFOS. 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados em meio de reação constituído por HBSS contendo 
ferricitocromo c (80 µmol/L) na presença de PMA (1 µg/mL) mais os polissacarídeos (A) XGT e (B) XGCd, 
XGJd e XGTd nas concentrações acima. Como controle as células foram incubadas somente com o meio 
de reação e com PMA (1 µg/mL). Após o tempo de 2 h a absorbância do sobrenadante foi medida em 
550 nm. A concentração de citocromo c reduzido, o qual corresponde à concentração de ânion 







): C=A/ (JOHNSTON et al., 1978. Os resultados estão expressos como média 
+ EP de três experimentos independentes em quadruplicata. *** Diferença significativa da solução de 








































































































Tsiapali et al., (2001) relataram efeitos antioxidantes de diversos polissacarídeos 
como: pululana, manana, dextrana e glucana-fosfato, bem como, dos monossacarídeos 
glucose e manose que compõem tais polímeros. Os autores constataram que os 
polissacarídeos apresentam atividade antioxidante maior do que suas unidades 
monossacarídicas e atribuíram este fato pela maior facilidade de retirada de próton do 
carbono anomérico do polímero do que das unidades monossacarídicas livres. 
Glucuronoxilanas, arabinogalactanas, ramnogalacturonanas, frutanas e outros 
polissacarídeos neutros isolados das folhas de Arctium lappa var. herkules, Aloe 
barbadensis, Althaea officinalis var. robusta, Plantago lanceolata var. libor, partes 
aéreas e raízes de Rudbeckia fulgida var. sullivantii, caule de Mahonia aquifolium, e 
goma do pessegueiro (Prunus persica), foram testados quanto seus efeitos 
antioxidantes (KARDOŠOVÁ, MACHOVÁ; 2006). Para esse estudo, os autores 
avaliaram as respostas inibitórias da peroxidação de lipossomos da lecitina da soja, por 
radical OH. Todos os polissacarídeos testados, exceto as frutanas, apresentaram 
atividade antioxidante. Dentre estes polímeros, o efeito mais pronunciado foi obtido por 
glucuronoxilanas extraídas da Althaea officinalis var. robusta, e Plantago lanceolata var. 
libor, atingindo 69 %,  quando comparado com o α-tocoferol, que foi utilizado como 
controle positivo e atribuído atividade antioxidante de 100% (KARDOŠOVÁ, 
MACHOVÁ; 2006). 
Recentemente foi avaliada, através da redução do molibdênio VI a V, a 
atividade antioxidante da xiloglucana de T. indica proveniente de sementes previamente 
tratadas com irradiação por raios gama e raio de elétrons. Neste estudo foi 
demonstrado que a irradiação altera a morfologia e a massa molar das xiloglucanas, 
diminuindo 16% (533 kDa) e 24% (442 kDa) quando as soluções de xiloglucana (699 
kDa) são irradiadas por raios gama e raio de elétrons, com intensidade de 10 kGy, 
respectivamente. Foi observado também que quanto menor a massa molar dos 
polissacarídeos, maior é sua atividade seqüestradora. Para a fração nativa (699 kDa) 
foi observado aumento de 20% na atividade sequestradora, enquanto que para as 




aumento de 40% e 60% na atividade sequestradora (CHOI et al., 2009). Redução na 
produção de O2
-, foi observado em macrófagos da cavidade peritoneal quando tratados 
com outros polissacarídeos neutros como, manana e galactomanana na presença de 
PMA. Neste trabalho, os autores sugerem que esses polissacarídeos possam exercer 
um efeito antioxidante quando adicionados às células na presença de PMA (NOLETO 
et al., 2002; 2004).  
Utilizando experimentos diferentes do que foi realizado no presente trabalho 
para avaliar a capacidade de sequestrar radicais livres, Yin et al. (2010) testaram o 
efeito de um polissacarídeo ácido purificado da semente de Plantago asiatica L através 
da inibição da lipoperoxidação, bem como o sequestro de O2
- gerado por auto-oxidação 
(YIN et al., 2010). Utilizando quimioluminescência, Drábiková et al. (2009) mostraram a 
diminuição da produção de ROS, extra e intracelular em neutrófilos humanos tratados 
com glucomananas extraídas da levedura Candida utilis na presença de PMA. 
Kangussu-Marcolino (2010) verificou a diminuição expressiva da produção de 
O2
- na presença de PMA em células tratadas com polissacarídeos sulfatados extraídos 
de algas.  Na máxima concentração testada (10 µg/mL) a heteroraminana reduziu a 
produção deste radical em 33%, enquanto que as duas galactanas testadas produziram 
efeitos mais pronunciados reduzindo a produção de O2
- na presença de PMA em 44% 
e 55%. As galactanas sulfatadas apresentam estrutura semelhante, entretanto as 
intensidades foram distintas. Neste trabalho a autora confirmou o efeito inibidor no burst 
oxidativo através de ensaios in vitro, livre de células, baseados na capacidade do 
polissacarídeo inibir a redução de NBT (nitro blue tetrazólio) por O2
- gerado no meio de 
reação. 
Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que as estruturas das 
xiloglucanas podem interferir na resposta de produção de O2
- através da possível 
atividade sequestradora de O2
-. Esta evidência foi observada na avaliação dos 









5.4.4 Produção de NO 
 
 
A produção de óxido nítrico por macrófagos é resultado da ativação de uma via 
de significativa importância para estas células exercerem sua função na resposta 
inflamatória. O NO é capaz de inibir o crescimento de diversos agentes de doenças 
infecciosas como, por exemplo, bactérias, fungos, protozoários e parasitas helmínticos 
(BOGDAN, 2001; KORHONEN, 2005; ORTEGA et al., 2008; COULTER et al., 2008; 
LUNDBERG; WEITZBERG, 2009). Diversos estudos relataram a ação de 
polissacarídeos na ativação de macrófagos, quanto à produção e liberação de NO. 
No presente trabalho, a produção de NO foi avaliada utilizando macrófagos 
incubados por 48h com xiloglucanas nativas e modificadas. Esta via demanda mais 
tempo para se iniciar quando comparada com a produção de O2
-. Isso se deve a 
necessidade de expressar a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), a qual não é 
expressa em grande quantidade em macrófagos não ativados (KORHONEN et al., 
2005). Nos experimentos foi utilizado LPS como controle positivo, pois ele é 
considerado o principal agente estimulador da produção de óxido nítrico, por promover 
a indução da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (CUNHA et al., 1993). As 
células foram tratadas com xiloglucanas nativa e desgalactosiladas, XT, XGCd, XGJd e 
XGTd, bem como a fração PFHB4, nas concentrações de 10, 25 e 50 µg/mL. Os 
resultados de tais experimentos estão apresentados nas figuras 33A, 33B e 34. 
A Figura 33A mostra a produção de NO liberado por macrófagos peritoneais 
quando tratados com xiloglucana proveniente de sementes de T. indica. Pode-se 
observar que este polímero, na concentração de 25 µg/mL, aumentou a produção deste 
metabólito em 100%, quando comparado ao grupo controle. Esta resposta foi 
semelhante àquela obtida para macrófagos tratados com XGJ, que proporcionou um 
aumento de 92% com a máxima concentração testada (50 µg/mL) (ROSÁRIO et al., 
2008). Entretanto, na mesma concentração testada, este estímulo foi inferior ao exibido 
pelo polímero XGC que mostrou para esta atividade um aumento três vezes superior 




Os resultados obtidos para as três xiloglucanas desgalactosiladas mostraram 
diferentes intensidade no efeito sobre a produção de NO (Figura 33B). A XGCd, já na 
menor concentração (10 µg/mL), promoveu um aumento de aproximadamente 113% 
quando comparada com os macrófagos não tratados (meio). Este efeito mostrou ser 
dose-dependente atingindo aproximadamente 325% na maior concentração (50 µg/mL). 
A XGJd também induziu a produção de NO, porém em menor intensidade quando 
comparado com a XGCd, na menor concentração, apresentou resposta 
estatisticamente significativa, com um estímulo de aproximadamente 72% e atingiu na 
máxima concentração, aproximadamente 115%.  
Similar ao que foi observado para as frações desgalactosiladas obtidas de C. 
langsdorffii e H. courbaril, XGTd,  estimulou a produção de NO. Na menor 
concentração testada (10 µg/mL), somente XGTd foi capaz de aumentar a produção de 
NO de maneira significativa quando comparado ao grupo controle (140%). Na máxima 
concentração (50 µg/mL), XGTd aumentou a produção do radical em aproximadamente 
280%, resultado significativo, porém inferior ao observado para XGCd. 
Quando se compara o efeito das xiloglucanas nativas com as suas frações 
desgalactosiladas correspondentes, observa-se que a remoção das unidades de 
galactose não influenciou nitidamente a resposta para XGC e XGJ em relação à 
produção de óxido nítrico. Porém, a resposta dos macrófagos quanto à produção de 
NO na presença de XGT e XGTd diferem entre si. Na maior concentração (50 µg/mL), 
a fração nativa (XGT) não estimulou esta via, enquanto que a fração modificada foi 
capaz de aumentar a produção de NO em aproximadamente 280%.  
Apesar de XGC apresentar os mesmos oligossacarídeos de XGT, há diferença 
na proporção dos mesmos, o que, consequentemente, proporciona uma diferença na 
estrutura fina, e isto deve ter favorecido esta variação de intensidade na produção de 
NO. Porém, em relação às frações modificadas correspondentes (XGCd e XGTd), 
ambas foram capazes de estimular intensamente a produção deste radical, sugerindo 
que a mudança conformacional gerada pela remoção de galactose promoveu uma 
conformação favorável à xiloglucana de T. indica para o aumento da produção de NO, 










FIGURA 33 – EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE T. indica (A) E 
MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A 
PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR MACRÓFAGOS  
FONTE: O Autor (2010). 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados por 48 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro 
fetal bovino, antibióticos e os polissacarídeos nas concentrações estipuladas. Utilizou-se como controle 
negativo o meio MEM e como controle positivo o LPS (50ng/mL). O NO
•
 produzido foi quantificado no 
sobrenadante como nitrito pelo método de Griess. A absorbância foi medida em 550 nm. Os resultados 
estão expressos como média + EP de quatro experimentos independentes, cada um em quadruplicata. *, 































































































Na Figura 34 pode-se observar que, ao contrário do que foi observado para as 
xiloglucanas obtidas das sementes de C. langsdorffii, a xiloglucana estrutural, 
proveniente da mesma espécie, não estimulou a produção de NO por macrófagos. A 
diferença da xiloglucana estrutural em relação aos polímeros de reserva consiste na 
presença de L-fucose além de unidades de glucose, xilose e galactose em sua 
composição monossacarídica. Os macrófagos expressam em sua superfície diversos 
receptores, dentre eles, o receptor manose, o qual pertence à classe de receptores 
com domínios lectina e são capazes de reconhecer unidades de manose, bem como, 
unidades de fucose (TAYLOR et al. 2005). A partir do resultado obtido no presente 
trabalho, pode-se sugerir que a xiloglucana fucosilada não interfere na ativação da 
produção de NO. No entanto, não foram realizados testes para verificar se a 
interação deste polímero seria via receptor de manose/fucose. Vale ressaltar que 
somente a presença do monossacarídeo não significa que ocorrerá interação do 
polímero com o receptor, é necessário que haja uma conformação adequada para a 
ligação ocorrer. 
 
FIGURA 34 – EFEITO DA XILOGLUCANA ESTRUTURAL PFHB4 OBTIDA DAS FOLHAS DE C. 
langsdorffii SOBRE A PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR MACRÓFAGOS 
FONTE: O Autor (2010) 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados por 48 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro 
fetal bovino, antibióticos e os polissacarídeos nas concentrações estipuladas. Utilizou-se como controle 
negativo o meio MEM e como controle positivo o LPS (50ng/mL). O NO
•
 produzido foi quantificado no 
sobrenadante como nitrito pelo método de Griess. A absorbância foi medida em 550 nm. Os resultados 














































Diferente do que foi observado para fração obtida das folhas de C. langsdorffii, 
um heteropolissacarídeo proveniente da fração aquosa do chá de G. pentaphyllum 
aumentou em cinco vezes a produção de NO na concentração de 50 µg/mL, atingindo 
um aumento de treze vezes na maior concentração (500 µg/mL) quando comparado ao 
grupo controle (YANG et al. 2008). 
O polissacarídeo ácido isolado da raiz da Angelica sinensis, nas concentrações 
de 10, 100 e 500 µg/mL, promoveu um aumento dose-dependente, na produção de NO 
(YANG et al., 2007), tão intenso quanto o observado para as xiloglucanas XGCd e 
XGTd. Neste trabalho, os autores incubaram as células com o polissacarídeo 
juntamente com um inibidor específico da enzima iNOS (óxido nítrico sintase indizível) e 
observaram a redução do estímulo, sugerindo que o polímero estudado ativa a 
produção de NO através da indução da expressão do gene da iNOS (YANG et al., 
2007).  
A intensidade do efeito observado para XGCd foi similar ao obtido para um 
polissacarídeo constituído por glucose, manose e galactose, isolado do corpo frutífero 
do cogumelo Phellinus lintheus, o qual estimulou a produção de NO, na concentração 
de 50 µg/mL, semelhante ao LPS (200 ng/mL), utilizado como controle positivo da 
reação (KIM et al., 2004). 
Uma resposta semelhante, porém em menor intensidade, ocorreu com a 
galactomanana do líquen Ramalina celastri, a qual aumentou a produção de NO em 
aproximadamente 40%, em todas as concentrações testadas (10- 250 µg/mL), quando 
comparadas com as células não tratadas (NOLETO et al., 2002).  
No presente trabalho, além da produção e liberação de ânion superóxido e 
óxido nítrico, foi avaliado o efeito das xiloglucanas nativas (XGC, XGJ e XGT) e das 
xiloglucanas desgalactosiladas (XGCd, XGJd e XGTd) em macrófagos peritoneais de 
camundongos quanto à produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-








5.4.5 Produção de citocinas 
 
 
Os macrófagos são as maiores fontes de IL-1β, IL-6 e TNF-α. Macrófagos 
ativados são capazes de destruir células tumorais, sendo este efeito atribuído ao TNF-
α. Por outro lado, IL-1 tem um efeito citostático e citotóxico, e IL-6 é considerado um 
dos principais mediadores imunológicos e inflamatórios. As três citocinas estão 
relacionas entre si e são liberadas por macrófagos quando ativados por estímulos 
específicos, como LPS, outras citocinas e diferentes polissacarídeos, entre outros 
(MINTER; WESSELS; MOLDAWER, 2001; SONG et al., 2002). Neste trabalho, os 
níveis destas citocinas foram determinados no sobrenadante de macrófagos peritoneais 
tratados por 24h com xiloglucanas nativas e desgalactosiladas nas concentrações de 
10, 25 e 50 µg/mL. Os resultados de tais avaliações estão apresentados nas figuras 35-
37.  
A Figura 35A mostra o efeito das xiloglucanas nativas na produção de IL-1β. Na menor 
concentração (10 µg/mL) de XGC houve um aumento de 522%, na produção de IL-1β, 
quando comparado com o grupo controle. Este efeito mostrou-se dose-dependente 
atingindo 1704% na maior concentração testada (50 µg/mL). Para XGJ, foi evidenciado 
o aumento da produção IL-1β, de 232% e 577% nas concentrações de 25 µg/mL e 50 
µg/mL, respectivamente. No caso da XGT, o estímulo da produção IL-1β foi inferior aos 
das outras xiloglucanas, sendo observado um aumento de apenas 65% na 
concentração de 50 µg/mL, quando comparada ao grupo controle. Os resultados da 
produção de IL-1β para os macrófagos tratados com as xiloglucanas desgalactosiladas 
estão apresentados na Figura 35B.  
Diferente do observado para XGC e XGJ, para XGCd, em todas as 
concentrações testadas, não foi observado estímulo significativo, enquanto que para 
XGJd, somente na maior concentração apresentou aumento significativo de 104% na 
produção da citocinas, quando comparado com um aumento de 577% para XGJ na 
mesma concentração. Por outro lado, diferente da resposta da fração nativa (XGT), 
XGTd mostrou o maior aumento da produção de IL-1β quando comparado com todos 








FIGURA 35 – EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS (A) E MODIFICADAS OBTIDAS DAS 
SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUÇÃO DE IL-1 BETA. 
FONTE: O Autor (2010). 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados por 24 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro 
fetal bovino, antibióticos e os polissacarídeos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas 
concentrações estipuladas. Utilizou-se como controle negativo o meio MEM e como controle positivo o 
LPS (100ng/mL). O sobrenadante foi coletado e utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, a 
quantidade de IL-1β produzida Os resultados estão expressos como média + EP de dois experimentos 
independentes, cada um em quadruplicata.  ** e *** Diferença significativa do controle negativo: (p≤ 0,02) 







Observa-se o aumento da produção de IL-1β em aproximadamente 2370% e 
1160% quando comparado ao grupo controle nas concentrações de 10 e 50 µg/mL, 
respectivamente. Estes resultados sugerem que a remoção das unidades de galactose 
interferiu diretamente na ativação de macrófagos para a produção de IL-1β. 
A resposta para produção de IL-6 (Figura 36) foi diferente da observada para IL-
1β. O polissacarídeo XGC não estimulou significativamente a produção desta citocinas, 
enquanto que sua fração desgalactosilada correspondente (XGCd) promoveu aumento 
de IL-6, somente na menor concentração (10 µg/mL), em 40% quando comparado ao 
controle. Em todas as concentrações testadas de XGJ pode-se observar um aumento 
de aproximadamente 40% na produção de IL-6, efeito este similar ao verificado para a 
respectiva fração desgalactosilada. Macrófagos tratados com XGT estimularam a 
produção de IL-6 em aproximadamente 75%, 60% e 85% nas concentrações de 10, 25 
e 50 µg/mL, respectivamente. Quando comparada com a fração desgalactosilada, 
observa-se que XGTd, promoveu um efeito semelhante, aumentando a produção de IL-
6, em aproximadamente 83%, 85% e 76%, respectivamente, nas mesmas 
concentrações acima citadas. Em relação à produção de IL-6 a remoção das unidades 
de galactose parece não interferir diretamente na ativação de macrófagos para a 
produção desta citocina, exceto para XGC que após ser desgalactosilada estimulou 
esta via. 
A produção de TNF-α por macrófagos tratados com xiloglucanas nativas e 
modificadas está ilustrada na Figura 37A. XGC promoveu um aumento dose-
dependente na produção de TNF-α de 119% a 220%, em concentrações de 10 a 50 
µg/mL, em relação ao grupo controle. Para XGJ, nas concentrações de 25 e 50 µg/mL 
foi observado um aumento significativo para produção de TNF-α de 27% e 58%, 
respectivamente. No que se refere à produção de TNF-α por macrófagos tratados com 
XGT, observa-se que, somente a máxima concentração testada, promoveu aumento 
significativo, atingindo 35%. Na Figura 37B, pode-se observar que os macrófagos 
tratados com as frações desgalactosiladas responderam diferente quando comparado 
com as células tratadas com as xiloglucanas nativas. Enquanto XGC e XGJ 
estimularam a produção de TNF-α, suas frações desgalactosiladas correspondentes, 










FIGURA 36 – EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVA (A) E MODIFICADAS OBTIDAS DAS SEMENTES 
DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUÇÃO DE IL-6 POR MACRÓFAGOS. 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados por 24 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro 
fetal bovino, antibióticos e os polissacarídeos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas 
concentrações estipuladas. Utilizou-se como controle negativo o meio MEM e como controle positivo o 
LPS (100ng/mL). O sobrenadante foi coletado e utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, a 
quantidade de IL-6 produzida Os resultados estão expressos como média + EP de dois experimentos 
independentes, cada um em quadruplicata. *, **, *** Diferença significativa do controle negativo: (p ≤ 











FIGURA 37 – EFEITO DAS XILOGLUCANAS NATIVAS OBTIDA DAS SEMENTES (A) E MODIFICADAS 
OBTIDAS DAS SEMENTES DE C. langsdorffii, H. courbaril E T. indica. (B) SOBRE A PRODUÇÃO DE 
TNF-ALFA POR MACRÓFAGOS 
FONTE: O autor (2010). 
NOTA: Macrófagos aderentes foram incubados por 24 h, em meio MEM suplementado com 5% de soro 
fetal bovino, antibióticos e os polissacarídeos (A) XGC, XGJ e XGT e (B) XGCd, XGJd e XGTd nas 
concentrações estipuladas. Utilizou-se como controle negativo o meio MEM e como controle positivo o 
LPS (100ng/mL). O sobrenadante foi coletado e utilizado para mensurar, através de kit de ELISA, a 
quantidade de TNF-α produzida Os resultados estão expressos como média + EP de dois experimentos 
independentes, cada um em quadruplicata.  **, *** Diferença significativa do controle negativo: (p≤ 0,02), 






O efeito oposto foi observado para os polissacarídeos provenientes das 
sementes de T. indica, enquanto XGT somente estimulou na máxima concentração, 
XGTd aumentou de maneira dose-dependente a produção de TNF-α atingindo 104% a 
203% para as concentrações de 10 a 50 µg/mL. 
Quando se analisa a resposta produzida pelos macrófagos tratados por XGC e 
XGT, observam-se efeitos opostos. Isto é, XGC estimulou a produção de IL-1β e TNF-α 
enquanto que XGT estimulou a somente a produção de IL-6. Este comportamento foi 
observado por SONG et al. (2002), que avaliaram a ativação de macrófagos tratados 
com polissacarídeos de ginseng, através da expressão de mRNAs das três citocinas. 
Os autores concluíram que IL-1β ou TNF-α podem induzir a produção de IL-6, enquanto 
que TNF-α pode induzir IL-1β. Entretanto IL-6 não induz IL-1β ou TNF-α, mas pode 
suprimir sua produção por macrófagos. Este efeito de supressão já havia sido relatado 
por SCHINDLER et al. (1990).  
O único polissacarídeo testado no presente trabalho que foi capaz de estimular 
a produção das três citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-α) foi a xiloglucana de T. indica 
desgalactosilada (XGTd). Esse comportamento não pode ser atrubuido a ausência das 
unidades de galactose, pois, se assim fosse, essa resposta também deveria ser 
observada para as frações XGCd e XGJd. Entretanto, sugere-se que estas diferenças 
nas respostas biológicas entre as xiloglucanas nativas e desgalactosiladas estejam 
relacionadas ao aspecto conformacional do polímero. A ativação concomitante das três 
citocinas em macrófagos quando tratados com polissacarídeos já foi amplamente 
descrita na literatura (WAKABAYASHI et al., 1997; LEUNG et al., 2004; SCHEPETIKNS 
et al., 2005). 
Diferenças na ativação de macrófagos entre frações com características 
estruturais semelhantes foram descritas para duas frações polissacarídicas extraídas 
das pétalas de Carthamus tinctorius, as quais apresentavam as mesmas unidades 
monossacarídicas (ramnose, arabinose, xilose manose, galactose e glucose) em 
diferentes proporções. Estas moléculas ativaram a produção de óxido nítrico de 
maneira semelhante, entretanto, foi relatado que a fração a qual apresenta maior 
quantidade de unidades de glucose foi capaz de ativar a produção de IL-1, IL-6 e TNF-




apresentava como componente majoritário unidades de arabinose, ativou fracamente a 
produção de IL-6 e não estimulou a produção de IL-1 e TNF-α (WAKABAYASHI et al., 
1997).  
Leung et al., (2004) estudaram os efeitos biólogicos de três frações 
polissacarídicas extraídas das folhas da planta Aloe vera. As frações apresentavam 
manose como monossacarídeo majoritário. No que se refere à produção de citocinas, 
os autores relatam que, dependendo da fração utilizada, a produção de IL-1β, por 
macrófagos peritoneais, apresentou uma variação de intensidade de 19166 - 31366% 
quando comparado com o grupo controle, intensidade similar ao observado para o LPS. 
A intensidade de TNF-α foi quantitativamente superior a de IL-1β, variando entre 
114300 - 142200% quando comparado ao controle. Já a produção de IL-6 foi avaliada 
em linfócitos T e B tratados com as diferentes frações dos polissacarídeos, que 
promoveram aumento que variaram entre 21600 – 27300%. Anteriormente a este 
trabalho, foi relatado que o polissacarídeo obtido do suco comercial desta mesma 
espécie, denominado Aloiride, apresentava composição monossacarídica distinta dos 
polissacarídeos obtidos por Leung et al. (2004), constituída por unidades de glucose 
(37,2%), galactose (23,9%), manose (19,5%) e arabinose (10,3%) (PUGH et al., 2001). 
Entretanto, as respostas biológicas obtidas para o Aloiride corroboram com os 
resultados acima descritos, pois o polissacarídeo foi capaz de induzir a expressão do 
mRNA o qual codifica IL-1β e TNF-α de forma similar ao estímulo provocado pelo LPS 
(PUGH et al., 2001).    
Cinco frações de arabinogalactanas extraídas de folhas e sementes de 
Juniperus scopolorum, apresentando massas molares distintas de 30, 60, 100, 200 e 
680 kDa, mostraram-se capazes de ativar macrófagos. Todas as frações foram capazes 
de estimular em diferentes intensidades a produção de ROS e NO em macrófagos, 
entretanto somente as duas frações, as quais apresentavam a maior massa molar, 
foram capazes de estimular a produção de citocinas inflamatórias (IL-1, IL-6, TNF-α e 
IL-12) bem como, antiinflamatórias (IL-10), na concentração de 200 µg/mL, em 
macrófagos da linhagem J774.A (SCHEPETIKNS et al., 2005).  
Xie et al. (2008) isolaram cinco heteropolissacarídeos das folhas de Artemisia 




majoritariamente por xilose, arabinose, galactosamina, galactose e glucose em 
diferentes proporções. Além das diferenças na composição, as frações distinguem-se 
quanto à quantidade de sulfato e a massa molar (49 – 355 kDa). Todas as frações 
foram capazes de ativar macrófagos quanto à produção de ROS, NO, IL-6, IL-12 e 
TNF-α, porém, estes estímulos apresentaram diferentes intensidades para cada fração. 
Quanto à produção das citocinas, os macrófagos foram tratados com 800 µg/mL dos 
polissacarídeos, e a fração que apresentava maior massa molecular (355 kDa) 
promoveu o maior estímulo na produção de IL-6, enquanto que a fração com 49 kDa 
promoveu o maior aumento de TNF-α (XIE et al. 2008). Esses resultados mostram que, 
apesar dos polissacarídeos apresentarem similaridades na sua constituição, diferenças 
na massa molar, estrutura fina e conformação são capazes de influenciar diretamente 
na resposta biológica, efeito observado com as xiloglucanas no presente trabalho. 
Wang et al. (2010) analisaram a atividade antitumoral mediado pela ação de 
macrófagos na presença de um polissacarídeo ácido isolado do ginseng. Além da 
produção de NO, também foi avaliado o aumento da produção das interleucinas 1 e 6, 
bem como do TNF-α. Na concentração de 100 µg/mL, o polissacarídeo isolado 
estimulou a produção de IL-1, IL-6, TNF-α com a mesma intensidade do LPS. Este 
efeito pode ser comparado com as xiloglucanas XGC e XGTd, pois estes 
polissacarídeos apresentaram intensidades de resposta similar ao produzido pelo LPS, 
em relação à produção de IL-6 e TNF-α, porém, diferente do polissacarídeo oriundo do 
ginseng, estimularam a produção de IL-1β com maior intensidade que o controle 
positivo.  
Na Tabela 8 estão resumidos os resultados obtidos quanto à produção de NO, 
IL-1β, IL-6 e TNF-α das xiloglucanas nativas e desgalactosiladas de C. langsdorffii, H. 










TABELA 8 – RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS A PARITR DAS XILOGLUCANAS NATIVAS E 
MODIFICADAS NA PRODUÇÃO DE NO, IL-1, IL-6 E TNF- 
        
(% ) Aumento da atividade em relação 
ao controle 




10 μg/mL 262*** 522* 17,5 118,9*** 
Glc : Xyl : Gal 25 μg/mL 300*** 706,6* 13,7 177,5*** 
4 : 2,5 : 1,6 50 μg/mL 307*** 1740** 26,8 220,7*** 
Modificada 
XGCd 
10 μg/mL 113,6 29,1 40* 11 
Glc : Xyl : Gal 25 μg/mL 225,5*** 10,9 27,3 35,2 




10 μg/mL 80 89* 38,1* 8,4 
Glc : Xyl : Gal 25 μg/mL 85* 232,1*** 40,9* 27,5** 
4 : 2,7 : 1,1 50 μg/mL 92* 577,4*** 45,6** 57,5*** 
Modificada 
XGJd 
10 μg/mL 71,7 112 33,2 NE 
Glc : Xyl : Gal 25 μg/mL 106,7** NE 40,3* 6 




10 μg/mL 52,8 NE 75,4*** NE 
Glc : Xyl : Gal 25 μg/mL 99,8* 39,1 60,4*** 16,9 
4 : 2,7 : 1,1 50 μg/mL 72,9 65* 86,6*** 35,8 
Modificada 
XGTd 
10 μg/mL 137* 2373*** 83,7*** 104*** 
Glc : Xyl : Gal 25 μg/mL 143,81* 1897*** 84,9*** 160*** 
4 : 3,1 : 0,4 50 μg/mL 282,6*** 1159** 76,5*** 203*** 
FONTE: O Autor (2010) 
*, **, *** Diferença significativa do controle negativo: (p ≤ 0,05), (p≤ 0,02), (p≤ 0,01) respectivamente 
 
 
5.5 DISCUSSÃO FINAL 
 
 
No presente trabalho foram isoladas xiloglucanas de reserva nativas e 
modificadas por desgalactosilação, as quais foram avaliadas quanto aos possíveis 
efeitos em relação à ativação de macrófagos peritoniais de comundongos, com o 
objetivo de verificar se modificações estruturais interferem nas diferentes vias 
características do processo de ativação de macrófagos e ainda se esees polímeros 
poderiam agir como possíveis modificadores da resposta biológica.  
Diversos estudos de atividades biológicas utilizando diferentes polissacarídeos 
isolados das mais variadas fontes sugerem que os efeitos observados podem estar 




moléculas, dentre as quais se destacam a composição monossacarídica, o grau de 
ramificação, os tipos de ligações e a solubilidade (BOHN; BeMILLER, 1995; 
TZIANABOS, 2000; SCHEPETKINS; QUINN, 2006). Esta proposição é evidenciada 
principalmente quando se avalia a ativação de macrófagos por polissacarídeos de 
diferentes classes como beta e alfa-glucanas, mananas, acemanana, galactomananas, 
arabinogalactanas, polissacarídeos sulfatados natural ou quimicamente modificados e 
xiloglucanas (NOLETO et al., 2002; STUELP-CAMPELO et al., 2002; MORETÃO et al.; 
2003; 2004; LEUNG et al.,2004; YANG et al. 2008; MELLINGER et al., 2005; 2008; 
AKRAMIENE et al., 2007; ROSÁRIO et al.; 2008; KANGUSSU-MARCOLINO, 2010; 
SILVEIRA, 2010). As respostas de macrófagos a estas moléculas podem ser 
observadas através de interferência na produção de ânion superóxido (O2
-), óxido 
nítrico (NO), síntese e liberação de citocinas, capacidade fagocítica, entre outras 
(MORETÃO et al.; 2003; MELLINGER et al., 2005; SCHEPETKINS; QUINN, 2006; 
SCHEPETKINS et al., 2008; YANG et al. 2008; XIE et al. 2008).  
A ativação de diferentes vias de macrófagos são dependentes dos receptores 
expressos na superfície dos macrófagos para ligação do polissacarídeo. Sabe-se que a 
interação ligante receptor é específica e se dá de forma quimicamente complementar, 
assim variações nos tipos de ligações glicosídicas, grau de ramificação e massa molar 
podem alterar a estrutura do polímero tornando-o com maior ou menor afinidade para 
ligar ao receptor na superfície destas células e consequentemente influenciar na 
resposta celular. No entanto, o mecanismo de interação entre polissacarídeos e 
receptores na superfície de macrófagos é complexo e ainda não está totalmente 
compreendido. Entretanto, sugere-se que polissacarídeos derivados de plantas ativam 
macrófagos via receptor, os quais já foram caracterizados, ou por outra estrutura alvo 
na superfície celular, que ainda possa ser desconhecida (TAYLOR et al. 2005; 
SCHEPETKIN; QUINN, 2006, SCHEPETKIN et al., 2008). O potente efeito estimulatório 
de macrófagos por moléculas que apresentam alta massa molar pode estar relacionado 
com as unidades repetitivas presentes na sua estrutura, as quais podem ligar-se a 
receptores ou a outro alvo na membrana celular (LEUNG, 2004).  
O presente trabalho está focado na natureza fenomenológica ao invés do 




de xiloglucanas nativas e modificadas na ativação de macrófagos peritoneais de 
camundongos foi avaliado para a produção de ânion superóxido, óxido nítrico, atividade 
fagocítica e produção de citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-α). Xiloglucanas provenientes dos 
cotilédones das sementes de C. langsdorffii (XGC), H. courbaril (XGJ) e T. indica (XGT), 
bem como, as xiloglucanas modificadas (XGCd, XGJd e XGTd), as quais foram obtidas 
pelo tratamento enzimático dos polissacarídeos nativos, de uma forma geral induziram 
diferenças na ativação de macrófagos nos parâmetros avaliados. Os resultados 
mostraram que cada polissacarídeo apresentou características singulares de ativação, 
isto é, estimulando ou não cada via, com diferentes intensidades de resposta em 
diferentes concentrações. 
Embora os polissacarídeos testados tenham uma composição química 
semelhante, diferenças na massa molar e estrutura fina das mesmas podem ser 
responsáveis pelas respostas distintas observadas nos experimentos de atividade 
biológica. Estudos sobre as estruturas finas de xiloglucanas das espécies T. indica L. e 
C. langsdorffii L., mostraram que estas apresentam um padrão estrutural semelhante 
em relação aos oligossacarídeos que as constituem, compostas pelas subunidades Glc
4 
(XXXG, XLXG, XXLG e XLLG). A análise dos oligossacarídeos obtidos por tratamento 
enzimático das xiloglucanas provenientes das sementes de C. langsdorffii indica 
principalmente a presença de XXXG, XLXG, XXLG e XLLG na proporção de 1,0: 1,1: 
1,8: 7,4 e 1,0: 1,3: 2,6: 12, para sementes provenientes da savana e da floresta, 
respectivamente. Para a xiloglucana de T. indica a proporção de oligossacarídeos 
XXXG, XLXG, XXLG e XLLG foi de 1: 0,4-0,5: 2,1-2,2: 3,1-3,4 (BUCKERIDGE et al., 
1992; MARRY et al., 2003; REN et al., 2005; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006). Já, as 
xiloglucanas presentes nas sementes de H. courbaril L. apresentam características 
únicas. Nestas sementes, cerca de 50% da estrutura da xiloglucana é composta de 
uma família de oligossacarídeos pertencentes à série XXXXG, portanto Glc
5
, as quais 
apresentam substituições por unidades de galactose (BUCKERIDGE et al., 1997; TINÉ 
et al., 2003; FREITAS et al., 2005). Além deste oligossacarídeo, também foi 
caracterizado a série XXXXXG (Glc6) e determinado as proporções de Glc4: Glc5: Glc6, 
sendo de 2:1: 0,2. Neste mesmo estudo, através de digestão incompleta, também foi 




Glc4-Glc4,: Glc4-Glc5 : Glc5-Glc5, de 3,1: 2,1: 1,0 (TINÉ et al., 2006). Estas diferenças 
estruturais podem resultar em diferentes conformações, possibilitando diferentes 
respostas biológicas. 
Os resultados encontrados nos estudos realizados por ROSÁRIO et al., (2008), 
corroboram com os cerificados no presente trabalho já que verificou-se que XGC em 
todas as concentrações ativaram a produção de NO•, IL-1β e TNF-α, entretanto sua 
fração desgalactosilada correspondente não foi capaz de estimular a produção de 
citocinas. Xiloglucanas de H. courbaril nas formas nativa e desgalactosilada 
apresentaram efeitos similares na ativação de macrófagos, em todas as vias estudadas. 
Entretanto, a remoção das unidades de galactose influenciou a resposta das 
xiloglucanas de T. indica, intensificando a produção de NO•, IL-1β, IL-6 e TNF-α. Pode-
se sugerir que a mudança conformacional ocasionada pela remoção das unidades de 
galactose favoreceu a interação do polímero com os macrófagos, os quais se tornaram 
ativados e responderam através da produção de citocinas e espécies reativas de 
nitrogênio. A xiloglucana estrutural proveniente da parede celular das folhas de C. 
langsdorffii, cuja estrutura é diferente das xiloglucanas de reserva, principalmente por 
apresentar unidades de L-fucose não apresentou efeito nesta via. 
Conforme descrito na revisão bibliográfica, muitos estudos vem sendo 
desenvolvidos utilizando xiloglucanas nativas e modificadas para a liberação controlada 
de fármacos (MIYAZAKI et al., 1998; KAWASAKI et al., 1999; MIYAZAKI et al., 2001; 
TAKAHASHI et al., 2002; SUMATHI; RAY, 2002; GHELARDI et al., 2004; RIBEIRO et 
al., 2009; HIRUNA; TANTISHAIYAKUL; PICHAYAKORNB, 2010). A partir dos 
resultados obtidos no presente estudo, os quais mostraram que estes polímeros não se 
comportam como uma substância inerte a resposta imunológica, a utilização dos 
mesmos como veículos para medicamentos pode representar aspectos positivos e 
negativos. Apesar de não ter sido avaliado o efeito sistêmico da ativação dos 
macrófagos na presença de xiloglucanas sugere-se que a interação deste 
polissacarídeo com medicamentos, os quais suprimem a resposta inflamatória, pode 
apresentar seus efeitos farmacológicos prejudicados. Entretanto, resultados 
promissores podem ser obtidos com a utilização das xiloglucanas como veículo para 




aumentar a ação citotóxica dos macrófagos a patógenos e estimular efeitos 
anticarcinogênicos.  
A ativação de macrófagos por polissacarídeos pode promover a inibição do 
crescimento e a metástase de células tumorais (KLIMP, 2002). As respostas do 
processo de ativação que envolve a produção de NO• e citocinas, incluindo, IL-1, IL-6, 
IL-12, e TNF estão relacionadas com a atividade anti-carcinogênica dos macrófagos 
(KLIMP, 2002; MORETÃO et al., 2004; YANG et al., 2008; MINTER; WESSELS; 
MOLDAWER, 2001; CHEN et al., 2010). Através dos estímulos produzidos por 
macrófagos, na presença de xiloglucanas nativas e modificadas, a análise destes 
polissacarídeos na atividade anticarcinogênica pode mostrar resultados promissores. 
Estudos estão sendo desenvolvidos no Laboratório de Cultivo Celular, no Departamento 
de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR para avaliar a aplicação destes polímeros 









1. Xiloglucanas de reserva (XGC, XGJ e XGT), com perfis homogêneos por HPSEC-
MALLS/RI, foram isoladas dos cotilédones de C. langsdorffii, H. courbaril e T. 
indica. 
 
2. Xiloglucanas modificadas (XGCd, XGJd e XGTd) foram obtidas a partir da 
desgalactosilação das xiloglucanas de reserva. 
 
3. Xiloglucana fucosilada (PFHB4) foi obtida a partir de folhas de C. langsdorffii após 
processos de purificação por cromatografia de troca iônica e precipitação com 
reativo de Fehling. 
 
4. As xiloglucanas de reserva nativas não exercem efeitos citotóxicos significativos 
para os macrófagos nas concentrações de 10-100 g/mL em 48 h de incubação, 
porém as moléculas desgalactosiladas mostraram ser mais citotóxicas para estas 
células alcançando aproximadamente 20% em 100 g/mL nas mesmas condições. 
 
5. As xiloglucanas nativas e modificadas podem ser classificadas como 
modificadoras da resposta biológica, pois mostram-se capazes de ativar 
macrófagos em testes in vitro. Entretanto, a intensidade de ativação para cada 
parâmetro analisado é característica para cada polissacarídeo estudado;  
 
 Em relação à atividade fagocítica, somente a xiloglucana de T. indica na sua 
forma nativa (XGT) estimula esta via com uma intensidade de ~20 % na 
concentração de 10 g/mL; 
 
 XGT, XGCd, XGJd e XGTd reduzem a produção de ânion superóxido de 
macrófagos na presença de PMA e são capazes de estimular macrófagos quanto 




 Em relação à produção de citocinas houve uma variação de estímulo e de 
intensidade nos tratamentos de macrófagos com as diferentes xiloglucanas. XGC 
estimula a produção de IL-1 e TNF-, enquanto que sua fração 
desgalactosilada correspondente não estimulou a produção de citocinas. XGJ e 
XGJd ativam macrófagos para a produção das três interleucinas. A produção de 
IL-1 e IL-6 foram aumentadas na presença de ambos XGT e XGTd, porém 
somente XGTd promoveu a produção de TNF-. 
 
6.  A remoção das unidades de galactose de xiloglucana obtida de C. langsdorffii 
interfere ativação dos macrófagos para a produção das citocinas avaliadas. 
Entretanto a desgalactosilação da amostra proveniente das sementes de T. indica 
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